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概要
[諸言】セ リ ン プ ロ テア ー ゼ ヤプロ ティン キナ - ゼ は生体内情報伝達の オ ン ･ オ フを
決定する際に重要な働きを担 っ て い る . これら酵素の触媒作用機構を原子 レ ベ ル で
解明する こ とは, 生体内情報伝達機構の 理解や, 作用機構をもと にした作用薬, 阻害
薬を開発する上で 非常に重要で ある . 本研究 で はセ リ ンプ ロ テ ア ー ゼ として トリプ
シ ン および アセチ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ を取り上げ, 作用機構の律速段階と考えら
れて い る脱アシ ル化反応の 解明を行な っ た . また, プロ テインキナ - ゼ として cA MP
依存性プロ テイン キナ - ゼ を用 い て , 基質リ ン酸化過程を明らか にした .
1･ セリ ンプロテ ア ー ゼの基質加水分解反応に おける ca七aly七ic七riad内での pr oto n
r elayの可否
[目的]セ リ ンプ ロ テ ア ー ゼ の ペ プチド加水分解メカ ニ ズ ム に関する研究は実験的に
も理論 的にも数多く行われ て き た . セ リ ン プロ テア ー ゼ の 活性中心は Ser- His -
Asp(Glu)で構成され る catalytictriad であるが , その作用機構にお い て ,Ser ぅHis,
His う Asp(Glu) の プ ロ ト ン 移動(proto n r elay)が 生じ るか否か が琴諭されて い る･
1969年に Blo wらは, キモ トリプシ ン の 加水分解反応にお い て Serが活性で ある こ
と を説明するた め に, c atalytic triad 内部で pr oto n r elay が起きて い る と提唱した
(C harge-r elay鋭)･ こ れ に対し Kossiakoffらは, トリプシ ン と阻害剤 Mo n ols opr opy-
1P ho spho ny1(M IP)との 複合体に つ い て 中性子線回折構造を求め たとこ ろ, His に Ⅱ
が2 つ 結合して おり, こ の こ とか ら c atalytictriad内部で pr oto n r elayは起 こ らな い
と提案した ･ こ れが根拠となり, 現在で は, pr oton relay は起こらない とされて い る
が, 未だ確定的な答えは 出され て い か ､. そこ で , トリプシ ンの 四面体中間体アナロ
グおよびアセ チ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ(A Cb E)の 四面体中間体構造を理論計算によ
り求め , 両者を比較する こ とで , セ リ ンプロ テ ア ー ゼの 触媒作用機構におけるproto n
r elay の 生起の検証を行な っ た .
【方法]トリプシ ン の中性子線回折構造(pdbc ode: 1NT P)から c atalytictriadの み で
構成されるモ デ ル 反応系と, その 周辺の 残基の 影響を考慮に入れ た四面体中間体の
モ デ ル 反応系をそれぞれ構築した. また , A Cb Eに つ い て も同様なモ デ ル を Ⅹ線結
晶解析構造(pdbc ode: 2AC E)よ り構築し た. 計算には電子相関を考慮した密度汎
関数法(B 3Ⅰ〝P 法)を用 い , 基底関数系には 6-31G**を採用した . 計算プロ グラム に
は Ga u s sia n98を使用 した .
[結果および考察】まず, 酵素活性部位の Ser195に M IP(Monols opropylPho spho nyl)
が結合した ト リプシ ン の 中性子線回折構造(pdb c ode: 1NT P.pdb)か ら, c atalytic
triadの みで 構成される モ デ ル反応系を構築した . 構築した構造で 側鎖の 固定を外し
て 構造最適化計算を行な っ た と こ ろ, H6が AsplO2 のカ ル ポ キシ ル 酸素 o Dl へ 移 っ
た ･ こ の 結果は , 実験事実を再現して い な い . そこ で , 今度は重原子を中性子線回折
構造の 立体配置を保 っ たまま構造最適化計算を行な っ た . その結艶 美験を再現す
る構造, すなわち , H∂と H亡が His57と結合した構造が得られた . これ らの 構造を比
較してみ ると , AsplO2 の側鎖カ ル ポキ シ ル基の 位置が異な っ て い る ことが分かっ た .
こ の 原因を探る ため , 中性子線回折構造にお ける c atalytic七riadの周囲を精査したと
こ ろ, AsplO2 の2 つ の カル ポキ シル 酸素は Ser214 のOH 基及び Ⅲis57 の主銀の NH
と水素結合を形成して い ることが わか っ た . そ こ で , こ れらを考慮した モ デ ル 反応
系を構築し, 構造最適化計算を行な っ たとこ ろ, AsplO2 のカル ポキ シ ル 基 の 2 つ の
酸素原子(OD l,?D2)は各々Ser214側鎖OH 基, His57 の主鎖 NH と水素結合を形成
し
,
カ ル ポ キ シル 基の 位置が 固定され, H6 は His57と結合して い る構造が得られ た
(Fig･ 1(A)･ この ことか らSer214 の側鎖の OH 基及び His57 の主鎖の N H はc a七alytic
triad間で pr oto n r elay が生じな い 特別な空間配置を保持する役割を果た して い ると
考えられ る ･ で は , A Cb E の場合は どうで あろうか?A C 血E のcataly七ictriadの みの
モ デ ル で 同様な計算を行な っ たと こ ろ, H6 が Glu32 7 のカ ル ポ キシル 酸素へ 移っ た .
そこ で , Ⅹ 線結晶解析構造 における c atalytictriad の周囲を精査したと こ ろ, Glu327
の 1 つ の カ ル ポキ シ ル酸素が Ser226 のO H基及び Asn324 の主鎖の NfIと水素結合
を形成して い る こ とが わか っ た
･
これらの 残基を取り入れ, 更にトリプシ ンの 場合
と同様に His440 の主鎖を加えたモ デ ル 反応系を構築し, 構造最適化計算を行な っ た
(Fig1(B))･ しかし, 前と同様に H6が Glu327 のカル ポ キ シル 酸素へ 移 っ た . ド)プ
シ ン の構造(Fig･ 1(A))と比較する と, H6が相互作用して い る酸素原子(トリプシ ン
で は OD I
L
, AChE では OE 2)の水素結合の数及びカル ポキ シ ル基の 空間配置が異な っ
て い る ことが分か る ･ この こ とか ら, トリプシ ン の ように c a七alytictriad内の Asp の
カ ル ポ キシル 酸素が 2 つ とも, His の N∂ 以外の 他の 原子と水素結合を形成する こと
により固定されて い る場合は c atalytictriad内瓢で の コ ン プ オ メ - シ ョ ン が決まる
ため pr oto n r elay は起こらな い が, A CbE のように Glu の カル ポキシ ル 酸素が 固定
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Fig･ 1:(A):ト .) プシ ン の中性子線回折構造から catalytic triad(Hi$57, A8PIO2,Ser195)とその 周
囲の 残基(Ser214,)を考慮に 入れ, 構造最適化をおこな っ て得られ た構造. Ⅱ6, E< は H iB57と結合
して い る ･ (B): アセチ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の Ⅹ 線回折構造から catalytic triad(Ⅱis440, Glu32 7,
Ser200)とその 周囲の残基(As n324, Ser226)を考慮に入れ , 構造最適化をお こな っ て得られた構造.
H6 は G l11327 と結合して い る
され て い な い 場合 は c atalytic triad内部で の コ ン フ ォ メ - シ ョ ンが 決まらな い ため ,
proto n r elayは起 こ ると考えられ る .
2. ア セチ ル コ リン エ ステ ラ ー ゼ の脱ア シ ル化反応機構
【目的】ア セ チル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ(A C hE)は, 神経伝達物質で あるア セチ ル コ リ
ンを コ リ ンと酢酸に分解する辞素で ある . A ChEの 作用機構は大きく分けて ア シ ル
化, 脱ア シル 化に分け るこ とがで きるが , 本研究で は律速段階で ある と考えられ て い
る脱ア シル 化に着 目し, その 反応機構を明らか に した . そして, 1. の 四面体中間体構
造が 反応機構中に存在する こ とを確露し た .
【方法】A C hE の X 線結晶解析構造(2A CE.pdb)か らモ デ ル 反応系を構築し, 反応に
ともなう構造変化と ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化を求め た . 計算には電子相 関を考
慮した密度汎関数法(B3LY P法)を用 い , 基底関数系に は 6-31G* *を採用し た, 計算
プ ロ グ ラ ム には Ga u s8ia n98を使用 した .
【結果及び考察】計算の 結果, 反応は 四面体中間体構造を経る2段階反応で ある こ と
が分か っ た ･ また ,Se r lHis, His 一Glu の プ ロ ト ン移動(proton relay)が生ずる反応
経路が存在する ことが 明らか とな っ た .
3. cA M P依存性プ ロ テ イン キナ ー ゼ の‾c - S tlb unit に よる触媒作用機構
【目的】酵素活性の 調節, つ まり生体内情報伝達の方向を決定する手段と して , 蛋白質
の リ ン 酸化が行なわれ て い る こ とは , グリ コ ー ゲ ン代謝の 研究中に発見され た . 現在
で は , ホ メ オス タシ ス を維持する ため にホル モ ンが 放出され た際, セ カ ンド メ ッ セ ン
ジ ャ ー で あるcAM Pによ っ て 細胞内に伝えられた情報の 大部分が , cAM P依存性プロ
ティン キナ - ゼ A(CAP K)の活性化によ っ て仲介され る ことが 知られて い る . cAPIく
は , 標的で あるプ ロ テイ ン キ ナ - ゼ類の Ser または T hr へ Mg2' - AT P の7J)ン 醍を
転移する こ とで 情報を伝達する ･ cAP K のC-s ubu nit の生化学的研究は様々 な条件
で 行なわれ, Ⅹ線結晶解析によ っ て , その 3次元構造が既に決定されて い る . しか し,
C-s ubu nitの触媒機構の メ カ ニ ズ ム , すなわち原子 レ ベ ル で の Se rリ ン酸化メカ ニ ズ
ム は未だに明確な答が 出て い な い . 本研究で は, 生体内で ホ メ オス タシ スを維持する
ための 情報伝達過程を原子 レ ベ ル で 理解する研究の 一 環として , cAP K のC-subu nit
による基質Serリ ン 酸化反応メ カ ニ ズム を量子化学的手法を用 い て 明らか にし た .
【方法]Ⅹ 線結晶解析構造をもとに, 分子力場計算により求めた ES Co mplex の 構造
から
, リ ン 酸化反応 に関与すると思われ る Mg2十, Lys-72, Lps-168, Asp-184, ATP, そ
し て 基質となる Serを抜きだした･ また, 水2分子をモ デ ル 反応系の 中に取り入れ,
Mg
2＋ を6座配位と した ･ 計算には電子相 関を考慮した密度汎関数汰(B 3Ⅰ〝P法)を
用 い , 基底関数系には 6-31G* *を採用した . 計算プ ロ グラ ム には Ga u ssia n98を使用
した .
【結果及び考察]量子化学計算の結果か ら次の ことが 明らか にな っ た . ES Co mplex か
ら基質で あるSerが ATP の 7- リ ン酸に近付くに つ れ, ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が上
昇し, 反応の 遷移状態を構成する . 遷移状態を経て , リ ン酸化されたSerが 系から脱
離して い くとポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー は下がり, 反応が終結する . つ まり, リン酸化
反応は 一 段階で 起 こ る(Fig2)･ 最終生成物は ES Co mple xよりも10.85 kcal/m ol安
定で ある ことか ら, 基質Serリン酸化反応は1 0.85 kc al/m ol のエ ネル ギ ー を放出する
発熱反応で あるこ とが 分か る . なお, 生体内酵素が実際に働く贋の 反応温度は310 K
前後で あるの で , 生体が恒温槽として働き, 反応 に必要な活性化エ ネル ギ ー は恒温槽
である生体から集められると考えられる . つ まり, AT Pの役割は,Se rの リ ン酸化反
応 に エ ネル ギ ー を供給する と い うこ とで はなく, 恒温槽として働く生体か ら活性化
エ ネルギ ー を集め て , 基質であるプ ロ テイン キナ - ゼ をリン 酸化し, 生体における情
報伝達の方向性を決定するtrigge rと して の 働きにあると考えられる .
4. まとめ
ト リプシ ン と ACb Eを例 にと り, セ リ ン プ ロ テア ー ゼ の 触媒作用機構中で の プロ
ト ン リ レ ー の 生起を検証 した結果, トリ プシ ン の ように catalytic triadを構成する
Asp(Glu)が, その 周辺に存在する残基の寄与に より特別な配置をとる場合は proto n
relayが生じな い が , AC hE の場合はその 配置をとらな い ため,pr oto n r elayを生じ･る
と い うことが 明らか とな っ た . また, ACh Eによる脱ア シル 化反応は四面体中間体構
造を経由する 2段階で進行し, その 際,Se r ぅHis, His 十 G lu の 間で pr oto n r elayが起
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Fig. 2: cA P Eの 基質リン酸化反応機構におけるポテ ン シ ヤ)i
,エ ネル ギ ー 変化 こ の 固から, 反応は
1段階で 進行し, 1 0.85 kcal/m ol のエ ネ ル ギ ー を放出する発熱反応であることが分かる ･
こ る こ とが分か っ た .
また
,
cAP Kの リ ン酸化メ カ ニ ズ ム に つ い て 研究を行な い , 以下の こ とが 明らか と
な っ た . AT Pの 分解と Ser リ ン 酸化は同時に起 こ る 一 段階反応で ある . A TP は,Se r
リ ン 酸化反応に エ ネル ギ ー を与える ｢エ ネル ギ ー 通貨+ で はなく, 基質プ ロ テ イン
キ ナ - ゼ の リ ン 酸化の 進行を制御する情報伝達物質の 1 つ で ある .
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第1章 セ リ ンプロ テ ア - ゼ に よる基質
加水分解反応にお ける
ca七aly七ic triad内での pro七om
relayの可否
1.1 序論
セ リ ンプ ロ テア ー ゼ の ペ プチド加水分解メ カ ニ ズ ム に関する研究は実験的にも理
論的にも数多く行われ て きた[ト11]. セ リ ンプロ テア ー ゼ の 活性中心はSer - His -
Aspで 構成される c atalytictriadで あるが , セ リ ンプロ テア ー ゼ の作用機構(Fig. 1.1)
におい て ,Se r ぅHis, ･H is →Asp の プ ロ ト ン移動(pr oto n r elay)が生じるかどうかが議
論され て い る .
1969年に Blow らは , キモ ト リプシ ン の加水分解反応におい て Serが 活性で ある こ
とを説明するた めに, c atalytictriad内部で pr oto n r elayが起きて い る(C harge- r elay
読)ことを提唱した(Fig. 1.2(b)) 【1 2]. これに射し Kos siakofftは, い)7
o
シ ンと阻
害剤 Mon ols opr opylPho spho nyl(M IP)との複合体に つ い て 中性子線回折構造を求め
た とこ ろ, H is に H が2 つ 結合して おり, この こ とから c atalytictriad内部で pr oto n
r elayは起 こ らな い と提案した(Fig･ 1.2(a)) [13,14]. また, Cleland やFteyなどは,
｢プロ ト ン僕与体と , プロ ト ン 受容体の pK 催が ほとんど同じならば水素原子は両者の
間で保たれ る形(His･ ･ ･H･ ･ ･Asp(Glu))となる+(Lo w- BarrierHydr oge nBo nd(L BHB)
説)と提唱して い る[1 5- 24]･ これらが根拠となり, 現在で は ,pr oto n r elayは起こ ら
ない とされて い る[25]が, 未だ確定的な答えは 出されて い な い .
本研究で はセ リ ン プロ テ ア ー ゼ の 触媒作用機構における proto n relay の 成否を検
証する ため , トリプシ ンお よびアセ チ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ(A ChE)を例に とり, セ
リ ン プロ テ ア ー ゼ に よる基質加水分解反応中に生成する四面体中間体構造を量子化
学計算により求め, 両者の 比較を行な っ た .
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Fig. 1.1: セ リ ンプ ロ テ ア
ー ゼ の 反応機構･ 反応は a cyhtio n stepとd ぬ Cylatio n step に大別すること
がで きる . a cy18tion step の 際に生じる四面体中間体(tetral1edral inte rm ediate)を TIa, de acylation
step の常に生じ るア シ ル 酵素四面体中間体(tetral1edr alinter mediate)を TIdとした , 本研究で は主
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提唱された . (b)は Blo wらに よ っ て提唱された Cha rge- relay説.
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1.2 方法
計算を行うにあたり, トリプシ ン の 中性子線回折構造(pdbc ode: 1 NTP;Figl･3)
[1 3,14]の catalytictriadの みで 構成され るモ デ ル 反応系と , その周辺の 残基の 影響
を考慮に入れた四面体中間体の モ デ ル 反応系をそれぞれ構築した . また , アセ チ ル コ
リ ン エ ス テラ ー ゼ(A Ch E)に つ い て も同様なモ デ ル を x線結晶解析構造(pdbc ode:
2A CE)[7]より構築した ･ モ デ ル 反応系の 電子状態の Schr6dinger 方程式は密度汎関
数法(D F T法)により解 い た ･ 交換項 には Be cke's thre epa r a m et rfu n ctio nal[26],
相関項に は L Y Pc o rr elatio nterm [27, 28]を使用し た . 基底関数系に は 6_31G**を
採用した ･ また, タ ン パ ク質内部の環境を再現する ため に,Self-Consiste nt Re a ctio n
Field(S C R F)the oryを用い た ･ S C RF には, On sager m odel[29- 32]を使用した . タ
ン パ ク質内部比誘電率を20とすると実験値を良く再現するとい う報告が ある【33,34]
の で , 本研究で は比誘電率を20として 計算を行な っ た . 計算に使用 したプロ グラ ム
は Ga u s sia n98【35]である .
1.3 結果及び考察
1.3.1 トリプシンの場合
まず, 酵素活性部位の Ser195に阻害剤で ある MIP(m on ois opr opylpho spbo nyl)が共
有結合して い るトリプシ ン の 中性子線回折構造(pdbc ode: 1叩P;Fis･ 1･3) [13,1 4]
の c atalytictriad(Aspl O2, His57, Ser195)から構成され るモ デ ル反応糸を構築した
(Fig･ 1･4)･ こ の モ デ ル 反応系で , 酵素の 空 間配置を保持する ため に メチ ル 基, オ キ
シ ア ニ オ ン ホ ー ル に よ っ て 保持されて い ると考えられ る M IP の酸素原子(Fig. 1.5
で * を付けた原子)を固定して構造最適化計算を行な っ た . する と, H6 が AsplO2
の カル ポ キ シ ル 酸素 OD lへ 移 っ た(Fig. 1.5). この 構造を Fig. 1.4 に示された構造
と比較し て み る と, O Dl- N∂ 間は 2･48Å(Fig･ 1･4)1 2.64Å(Fig. 1.5), OD 2- N∂ 間は
3･03Å(Fig･ 1･4)→ 3･46Å(Fig･ 1･5)と伸び, AsplO2 の側鎖カル ポキシ ル 基の位琴が異
な っ て い る ことが分か る ･ 次に, 重原子を中性子線回折構造の 立体配置を保っ たまま,
H6, He の 固定を外し, 構造最適化計算を行な っ た , その 結果
, 実験を再現する構造,
すなわち, H6と He が His57と結合した構造が得られた(Fig. 1.6). こ の こ とから, ト
リプシ ンの 中性子線回折構造 における catalytictriad は,pr oto n r elayが生じな い
■
よ
うな特別な空間配置をと っ て い る こ とが予想され る . で は, その特別な空間配置をつ
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Fig･ 1･3: ド)プ シ ン の 中性子線回折構造. c atalytic triad(Hi857, Ser195, AsplO2)を赤で 示して
い る
.
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Fig･ 1･4: トリプ シン の 中性子線回折構造から構築したモ デル反応系. c atalytictriad(ABplO2, Ⅱis57,
Ser200)の Ser2 00 に阻書剤 MⅡ'(m o n oisopropylpho spho nyl)が結合して い る. 図中の 敦債の 単位は
Aで ある. また
,
Ⅱ6, Ⅱe を緑色で 示して い る .
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Fig. 1.5: ド)プシ ン の擬似四面体中間体-1. * を付けた原子に 固定を入れ て構造最適化計算を行
な っ た I H6 が ODl へ 移動して い る ･ Fig･ 1･4 と比 べ , OD l- NB, OD 2- N6 間 の距耗が伸び, AsplO2の
カ ル ポキシ ル基の位置が異な っ て い る . なお
,
OD l
,
OD 2 の屯荷は各々 -0.65e, -0.62e であ っ た .
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Fig. 1.6: I
.) プシ ン の擬似四面体中間体-2. 計算の 際, 中性子線回折構造の 立体配置を保つ ように ,
Ⅱ6,lI` 以外の全て の 原子を固定した. Fig. 1.5 とは異なりⅡ6 は N6 と結合し, Ⅱis57は正に帯電して
い る . なお, OD l, OD 2 の電荷は各々 -0.50e, -0.53e であ っ た.
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Fig. 1.7: トリプシ ン に基質様物質(M IP)が結合して 生成した擬似 四面体中間体の モ デ ル 反応系の
構造(c atalytic triad周囲の 残基 の影響を考慮). E6 は N6 と結合し, Eis57は E6, H( を保持して い る .
c atalytic triad の Asp(orGlu)側銀カル ポキシ ル 基の 酸素原子が 2 つ ともN6 以外の他の原子と水素
結合を形成して い ると Catalytic triad内の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン が決まり, Ⅱi867 は 2つ の proto nを
保持する . なお, 計算の 際, AsplO2 のメチル 基, Ⅲis5 7の 主鎖の 重原子, 2 つ の Serの メチル基, 及び
オキシ ア ニ オ ンホ ー ル に捕らわれて い ると考えられる M I P の教案原子を固定した . また, OD l, OD 2
の 電荷は各々 -0.57e, 10.62e で あ っ た.
1 6
くり出す要因は何で あろうか? この こ とを探るため , c a七alytictriad の周囲を精査し
たと こ ろ
, AsplO2 の2 つ の カ ル ポキ シ ル酸素はSer214 のOH 基及び H is57 の主鎖の
NH と水素結合を形成 して い る こ とが わか っ た ･ そこ で , 恥 1･6に示 された構造に,
AsplO2 の2 つ の カ ル ポ キ シル 酸素と水素結合を形成して い るSer214及び His5 7の
主鎖の N Hを加えた モ デ ル 反応系を構築した ･ この モ デ ル 反応系で構造最適化計算
を行なうと, 確か に実験結果[13, 14】を再現する構造が得られた(Fig･ 1･7). すなわ
ち, H6 と He は H is57と結合して い る ･ Aspl O2 のカ ル ポ キシ ル 基の 2 つ の 酸素原子
(oD l, OD 2)は各々Ser21 4 の側鎖O H基, H is57 の主鎖の NH と水素結合を形成し,
カル ポ キ シ ル基 の位置が 固定されて い る ･ したが っ て , トリプシ ン の 場合,Ser214の
側鎖の OH 基及び His5 7 の主鎖の N = は, c atalytictriad間で proto n r elayを生じな
い 特別な空間配置を保持するため の何らかの 役割を果たして い る と考えられ る .
1･3･2 ア セチ ル コ リ ン エ ステラ ー ゼ の場合
で は
, アセ チ ル コ リン エ ス テ ラ ー ゼ(A ChE)の 場合は どうで あろうか? まず Ⅹ 線
結晶解析構造(pdbc ode‥2a c e･pd b)[7]から, 1･3･1を参考にして , AC hE のc atalytic
triad(Gln327, H is440,Se r200)で構成され るモ デ ル 反応系を構築した . 酵素の 空間配
置を保持する ために メ チ ル基, オ キ シア ニ オ ン ホ ー ル によ っ て 保持され て い る と考
えられる アセ テ ル 基の 酸素原子(Fig･ 1･8 で*を付けた原子)を固定して 構造最適化
計算を行な っ た ･ すると, H6が Glu32 7 のカ ル ポキ シ ル酸素OE 2へ 移 っ た(Fig･ 1.8).
1･3･1 の結果から, catalytictriad周辺 の残基がプ ロ トン の移動に関与して い るこ と
が予想さtLるた め, 周囲を精査したと こ ろ,Se r226, Asn324が Glu32 7と水素結合を
して い る ことが分か っ た ･ そこ で , こ の 2 つ の 残基および His440 の主銀を考慮に入れ
た モ デル 反応系を構築し, 構造最適化計算を行な っ た ･ なお
, 初期構造の H6 は His57
の N∂と結合距離(1･0Å)に置い た ･ その 結果, catalytictriadの みの モ デ ル の 場合と
同様に, H6が Glu327の カ ル ポ キシル 酸素(O E2)へ 移 っ た構造を得た(Fig･ 1.9). ト
リプシ ン の場合, H∂ と水素結合を形成して い る ODl はSer214側鎖 OH 基とも水素
結合骨形成して い た ･ しか し, A ChEの 場合, H6b欄 互作用して い る OE 2は N6以外
の 原子と は水素結合を形成 して い ない ･ 一 方, OElはSef226 のO H基と Asn324 の
主鎖 N Hと水素結合を形成して い る ･ こ の こ とか ら, トリプシ ン の ように c atalytic
triad内の Asp の カル ポ キ シル 酸素が 2 つ とも H is の NJ以外の原子と水素結合を形
成する ことにより固定され て い る場合は, c atalytictriad内部で の コ ン プ オ メ - シ ョ
ン が決まるた め加水分解反応中で 生成する四面体中間体構造におい て Hisは正に帯
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Fig. 1.8: ACh Bの 四面体中間体構造(c&tdytictriadの み)I F6 は Gll132 7の カ ル ポキシ ル 酸素と結
合し, Ⅱi857は H` のみを保持して い る. なお, O E l, OE 2 の電荷は各々 - 0.51e, -0.53e で あ っ た ,
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Fig. 1.9: AC hE の四面体中間体の モ デル 反応系の 構温 H8 は Glt1327の カル ポキシ ル酸素と結合
し
,
Ⅱ由57はIIc の みを保持して い る . なお, OE l, OE2 の電荷は各々 -0.51e, -0.53e で あ っ た .
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電し,pr oto nrelay は起 こ ら か ､が, A ChE のようにカ ル ポ キシ ル 酸素の 固定がな い
場創ま, c atalytictriad内部で の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン が 決まらな い ため proto nrelay
は起 こ る ･ つ まり, c atalytictriadの周辺に存在する残基の寄与が, pr oto n r elay の生
起を決定して い る と考えられ る .
1.4 結論
本研究により, 以下の こ とを結論とする .
1･ セ リ ンプロ テ ア ー ゼ で pr oto nrelayが起 こらな い の は, c at alytictriadとその 周
囲に存在する残基とが特別な空間配置をとる場合である ･ トリプシ ンは pr oto n
r elayが起こ らな い 例で , ACh Eは pr oto n relayが起 こ る例である .
2･ トリプシ ン の 中性子線回折の結果の みから, 全て の プロ テイン キナ - ゼ におけ
る脱アシ ル 化反応機構中で pr oto nrelayが起 こ
･
らな い とするの は短絡的である .
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第2章 ア セ チ ル コ リン エ ス テ ラ ー ゼ の
脱ア シ ル化反応機構
2.1 序論
アセ チ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ(A C hE)は コ リ ン 作動性シナプス の シ ナプス 間隙に
存在し, シ グナ ル伝達の ため に神経の末端からシ ナプス 間隙 へ 放出されたアセ チル
コ リ ン(A C叫を素早く加水分解反応し, 神経化学伝達を終了させる働きをも つ 酵素
で ある[1, 2】･ こ の 酵素の触媒能は非常に高く, 拡散律速に近い[3- 6]. AChE のⅩ線
結晶解析構造[7]か ら, 基質 ACh が入る 20Å程 の深く狭 い 谷(gorge)がある ことが
分かり, その 側面には 14の 芳香残基が存在する ことから, "a r o m atic go rge” と呼ば
れて い る ･ こ れらの 14残基は A Ch の保持に重要な働きを持 っ て い る[8】. 活性部位
は こ の 谷の底部に存在し, Glu32 7, His440,Ser200で 構成されて い る こ とから, 敵性
触媒三残基(c atalytic七riad)と呼ばれ て い る . c atalytictriadを構成する ア ミ ノ 酸は
互 い に水素結合で結ばれて い る .
A C bEを 阻害する こ とにより ACh の蓄積が起 こり, その 結果, 強い 副交換神経興
奮作用が現れ る ･ 目の 瞳孔括約筋や毛様体筋, 及び骨格筋等の 平滑筋収縮が その例で
ある ･ A C hE 阻害作用を持つ 薬物は コ リン エ ス テラ ー ゼ 阻害薬と総称され, 間接的な
コ リ ン作動薬とし て 臨床応用されて い る ･ 例えば, フ ィゾ ス チダミ ン , ネ オス チグ ミ
ン と い っ た可逆的阻害作用(カルバ モ イル 化)を持つ 薬物は, 線内症, 重症筋無力症の
診断, 治療, 消化管運動促進を目的と して 用 い られ て い る . また, 有機リ ン 化合物な
どの 不可逆的阻害作用(リ ン酸化)をも つ 物質は, 主に殺虫剤として の 用途の低 か つ
て はサ リ ン に代表され る神経毒ガ ス として 用 い られて きた.
A C hE の触媒作用機構は Fig･ 2･1に示すようにアシ ル化 脱アシル 化の 2段階に分
ける こ とが で きる ･ A Chなどの カ ル ポ キシ ュ ス テル が加水分解される には , 半減期
が 50psとあまり安定で か 坤 間体構造(T Ia)を経由すると考えられて い る[9]. TIa
は Ser200が ア シ ル 化され , ア シ ル 酵素中間体構造を形成する 際に生成する . 続い て ,
水の 求核攻撃から TId の構造を経由して , 元の 酵素と酢酸が 生成する . 2 つ 目の 反応
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Fig･ 2･1‥ アセ チル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の触媒作用機構 ･ 上図はアシル化反応機構, 下図は脱アシル
化反応機構を示す･ 便宜上
,
ア シ ル化, 脱アシル化で生成する四面体中間体構造を TIa, T Idとした.
本研究で意味する四面体中間体構造は TId である .
は脱アシ ル化段階と呼ばれ, 本研究の 目的とする反応 である . 脱ア シ ル 化反応機構を
解明すること は, フ ィゾス チ グミ ン , ネオス チダ ミ ンなどによる カル バ モ イル 化され
たこ とによる可逆的, サリ ン , ソ マ ンなどに よ っ て リ ン酸化された ことによる不可逆
的な A CbEの 阻害機構を理解する上で とて も重要で ある .
セ リ ン プロ テ ア ー ゼ や A ChE の触媒作用機構に つ い て は, 1969年に Blo w らが
c atalytictriad のSer が活性で ある こ とを説明するた めに, プロ トンリ レ ー 説を提唱
して 以来[12], 様々 な実験的, 理論的研究が行なわれ て い る ･[ト11]が, 未だに明解な
答えは出され て い な い ･ (こ こ で い うプ ロ ト ンリ レ ー とは, 酵素に よる基質加水分解
反応の際に, HE がSerと His の 間を移動するの に伴い , H6が His と Asp(orGlu)の
間を移動する こと で ある .) しか し, 現在で は Kos siakoffらによるトリプシ ンの 中性
子線回折 による構造解析の結束から, セ リ ン プロ テ ア ー ゼや ACbE で はプロ トン リ
レ ー は起 こらない とされて い る【13,14]. Ko s siakoffらの 実験は, トリプシ ンに 阻害
剤 m on ois opylpho sphonyl(M IP)を加え, 基質加水分解反応の途中に生成される四面
体中間体の疑似体を作 っ たもの で , この ときに Hisが2 つ の水素を持 っ て い たこ とか
らプロ トン リレ ー は起きて い ない としたもの で ある . こ の実験結果か ら, A C hE を含
むセ リ ンプロ テ ア ー ゼ の 加水分解機構におい て プロ ト ン リ レ ー は起こらな い とされ
て い る[25]･ しか し, 第1章の 結果から, アセ チ ル コ リン エ ス テラ ー ゼ(A ChE)の場
合は pr oto nr elayが起きる こ とが 分か っ た . 本研究で は AC hE の脱アシ ル化反応機
構を量子化学計算に より明らかにし, AChE の 脱ア シ ル化段 階にお い て pr oto n r elay
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の 起きた四面体中間体構造が 反応経路中に存在する こ とを確認した .
2.2 計算方法
計算に は電子相関を考慮した密度汎関数法(D F T法)を用い , 基底関数系として
6-31G* *を採用 した ･ DF T法には交換項に Becke の 式[26], 相 関直には Lee, Ya ng,
Parrの 式[27,28]を用い た ･ ポ テン シ ャ ル エ ネル ギ ー 超曲面上の 極小点(つ まり安定
構造)及び遷移状態の構造は, エ ネル ギ ー 勾配法により求めた .
また
, 遷移状態構造にお い て は振動解析を行ない , 反応方向に唯 一 の 虚の 振動が存
在する事を確認した ･ 求め た遷移状態構造が反応始原糸と反応生成系を結ぶ最低エ
ネル ギ ー 経路上に存在する事を確認する為に, こ の 振動方向に沿っ て 固有反応座標
(IR C)計算を行な っ た ･ また, タ ン パ ク酵素内部で の 誘電率を考慮して , On s ager の
SCRFモ デ ル[29- 32]を用 い , その 際の 比誘電率を20 にして 計算を行な っ た . 比誘
電率を20にした理由は,Sba mらや Anto sie wickらの 実験結果を良く再現すると いう
報告による[33, 34]･ 計算プ ロ グ ラム は Gau s sian98を使用し た[35].
2.3 結果
'
2.3.1 モデル反応系の構築
Fig･ 2･2 に ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の Ⅹ 線結晶解析構造を示す(pdbc ode二
2A C E)【7]･ Ⅹ 線結晶解析構造から, c atalytic七riadの Glu32 7, His440, アシ ル 化され
たSer20 を抜きだし, モ デ ル 反応系を構築した ･ Ⅹ線結晶解析構造で は, 水素原子の
位置情報は得られ な い ため
,
H is440の イミ ダゾ - ル 環の 炭素原子を sp2, それ以外の
炭素原子をsp3 として , 水素原子を発生させ た. また, Eis440の イミダゾ - ル 環に2
つ プ ロ ト ンを付けた状態を初期構造とし た･ 構築した樽造をFig. 2.3に示す. 計算を
行なう際, 酵素の 空 間配置を保持するため に, *で 印を つ けた原子を固定した .
2.3.2 第 一 段階素反応
§2･3･1 で構築したモ デ ル 反応系を用 い て , まず始め に, 反応の 遷移状態構造を定め
た ･ Fig･ 2･4(TSl)に構造を示す ･ (TSl)で振動解析計算を行な っ たと こ ろ, 唯 一 の 虚
の振動が得られ た ･ その 基準振動モ ー ドを Fig. 2.4(TSl)の央印に示す. 水分子が 分
22
Fig･ 2･2: ア セチ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ の Ⅹ 線結晶解析構造(pdbcode‥ 2 ACE) [7]. c atalytic
triad(Ser200, Glu327, E is440)を赤色で示して い る .
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Fig. 2.3: ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ の Ⅹ 線結晶解析構造(pdb c ode: 2 A C E)より, catalytic
triad(Ser200, GltL3 27, Eis440)を抜き出して構築したモ デ ル 反応系･ 計算を行なう際, *で 印を つ けた
庶子を固定した.
解するの と 同時に , H6 が His440 のN6か ら Glu327の カル ポ キ シ ル 酸素の 方 へ 移動
する基準振動 で ある . 虚の 振動の 順方向に沿 っ て 固有反応座標計算(IR C計算)を行
なうと, 構造(C)が得られ た . この 構造は Ⅹ 線結晶解析構造や, 第 1章の Fig･ 1･8の
構造を再現 して い る こ とか ら, 定め た遷移状態構造(TSl)は 四面体中間体構造と 同
一 反応経路上 にある と判断した . H6 は Gl1132 7 のカ ル ポ キ シ ル 酸素と結合し, HE は
N` と更に強く結合して い る . つ まり, proton relayの 起 こ っ た四面体中間体構造が で
きて い る . 次に, 虚の 振動の 逆方向に沿 っ てIRC計算を行 なうと, 構造(A)が得ら れ
た . (A)は水分子が生成して い る こ とか ら, 脱ア シ ル 化反応の 初期構亀 ア シ ル 辞素
中間体 で あると考えられ る . こ の 反応に必要な活性化 エ ネル ギ ー の 計算値は, 16.42
kcal/m olで , 生成し た四面体 中間体(C)は遷移状態構造(T Sl)よりも2･5 7 kc al/m ol
安定化して い る . こ の 反応で , H6は Ili8440- N61 Glu327-OE 2を移動 して い る .
2.3.3 第 二段階素反応
第 一 投 階素反応の 場合 と同じ ように, まず始め に, 反応 の 遷移状態構造を定め た .
Fig. 2.5(TS2)に構造を示す . (TS2)で振動解析を行な っ たと こ ろ , 唯
一 の 虚の振動が
得られ た . その 振動モ ー ドを Fig. 2.5(TS2)の央印に示す. 四面体中間体で は Glu327
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Fi苦一 2･4: 第
一 度階素反 応 反応の 活性化エ ネルギ ー は 1 6･42 kc al/m ol, 四面体中間体は遷移状態
構造から 2.57 kcal/m ol安定化する . (A): 脱ア シ ル 化の 反応初期構造. E6 は N6 に保持され て い る.
(TSl): 反応の遷 移状態構造. 水分子が分解する と同時に ,lI6 が Glu3 27ヘ 移るこ とが分かる . 園中
の 黒い 央印は, 振動解析計算を行な っ た際に求められた虚の 振動の 方向である .(C): 四面体中間体構
造. Ⅱ6 は Glu327へ 移り,llis44 0一 Gln327の proto nの 移動が起きて い る . 第1章の Fig. 1.8 の構造
を再現して い る ことからも
, pr oto n rela,y が起こ る反応経路が存在することが分かる.
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Fig. 2.5: 第二度階素反応. 反応の 活性化エ ネル ギ
ー は 10･47 kcal/rn ol, 四面体中間体は遷移状態構
造から20.71 kcal/m ol安定化する .(T S2)‥ 反応の遷移状態構B. 国中の 黒 い 矢印は, 振動解析計算を
行な っ た際に求められ た虚の 振動の 方向である. Glu327の カ ル ポキシル酸素と結合して い た E6 の
N6 の 方 へ 移動と, H` の Ser200の敢素原子 へ の 移動が起こり つ つ あることが分かる･ (D): 反応の 貴
終生成物. 酢酸と Ser が生成して い るこ とから, 脱ア シ ル 化反応が完了して い ることが分かる . こ の
素反応で , E6 は G lu327う m S440を移動し, Fe は H iB440一Ser200へ 移動して い る . 第
一 便階素反応
と合わせ ると, H6Glu327と His440 の 間を往復し, EE は ms440十Ser200へ 移動する ･
の カル ポ キ シ ル 酸素と結合して い た E6が N6の 方 へ 移動し, HEが Ser200 の酸素原子
へ の 移動する基準点動で ある . 虚の 振動の 逆方向に沿っ て IRC計算を行 なうと , 構
造(C
'
)が得られ た . こ の 構造は第
一 俊 階反応 で 得られ た四面中間構造(C)を再現 し
て い る こ とか ら , 定め た遷移状態構造(TS2)は第
一 段階反応と 同 一 反応経路上に あ
ると判断した . 次に , 虚の 振動 の順方向た沿 っ て IRC計算を行なうと,(D)が得られ
た . (D)で は , ア シ ル 化され て い た Ser が元の 状腰 に戻り, 酔酸が 生成 して い た ･ こ
こか ら酢酸が抜ける こ と によ っ て , A C hE の c atalytictriad が元の 状態に戻 っ て い る
こ とか ら, 脱ア シ ル 化反応が完了し て い る と考えられ る . こ の 反応に必要な活性化
エ ネル ギ ー の 計算値 は, 10.47kc al/m ol で, 反応生成物は 遷移状態構造よ りも 20･71
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Fig. 2.6: ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ の 脱ア シル 化反応機構の ポテ ン シ ャ ル エ ネ ルギ ー 変化 反
応は四面体中間体轄遺(T I)を経由する 2段階で起 こる こ とが 分かる . グ ラ フ の 縦軸は エ ネルギ ー
(kcd/m ol)差を, 横軸は反応座標(ad n ul/2Å)を示す.
kcal/m ol安定化 して い る . こ の 反応で, H6, HE は, OE21 N6, N` 1Ser200を移動して
い る . 第 一 段階素反応と合わせ る と, H6 は His440 - Glu327を往復 し , 水分子 1 Ee
は His440うSer200を移動す る .
2.4 考察
2.4.1 ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー 変化
Fig2.6 に量子化学計算によ っ て 得られ たポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化をまとめ た
グ ラ フ を示す. グ ラ フの 横軸は反応座標(am u
l/2Å), 縦軸はポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー
(kc al/mol)で ある . こ の グラ フ から反応は 2度階で 起 こ ると考えられ る. 反応の 活
性化 エ ネル ギ ー は第 一 段階素反応 に必 要な 16.42 kc al/m ol である こ とが分か る . 第
一 段階素反応の 遷移状態(TSl)から四面体中間体構造(TI)との 間の ポ テ ン シ ャ ル エ
ネル ギ ー 差 は 2.57kc al/m olと少な い ため , 四面体中間体構造が形 成され て も, 反応
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Method Ini七i al T SI T I T S 2pr odutt
B3L YP 0.0 16.42 13.85 24.32 3.61
in clude Z P E 0.0 14.71 14.66 21.37 4.21
Table2･1: 零点振動を考慮した各構造の ポテン シ ャル エ ネルギ ー 差(ke al/m ol). 遷移状態構造(TSl)
と(TI)の ポテ ンシ ャ ル エ ネルギ ー 差が小さくなり,(TI)が生成してもIni七ialへ 戻 っ て しまう可能性
がある ことが分かる .
が逆方向に進行する可能性も高い . また, 第ニ段階素反応 に要する活性化エ ネルギ ー
は第 一 段階の それ よりも少な い . これら結果は, 四面体中間体形成反応が脱アシ ル化
反応の律速段階だとする説[36]を支持する . また, 零点振動を考慮した計算を各構
造ご とに行な っ たとこ ろ, 遷移状態構造(TSl)と(TI)の ポ テ ンシ ャ ル エ ネル ギ ー 差
が小 さくなり
,(TI)が生成して もInitial へ 戻 っ て しまう可能性がある ことが分か っ
た(Table 2･1)･
2.4.2 c atalytic triad周囲の残基の 影響 一第 一 段階素反応
第 1章の Fig･ 1
.
･9 で得られ た AChEの 四面体中間体が§2.3.2 で明らかにした反応
機構に存在する ことを確認するた め に, c atalytictriadとその 周囲の 影響を考慮した
モ デ ル を用い て 第 一 段階素反応に つ い て 検討を行な っ た . その結泉 確か に四面体中
間体構造を形成する反応機構が存在した(Fig. 2.7, 2.8). Initialで は H6は His440の
N6と結合し, He は水分子の 状態で ある , (TSl)で は H6 は Glu327の 酸素原子と結合
を形成 しつ つ あり, 同時に水分子 の He- 0結合の 解裂が生じ, He は His440の NE と結
合を形成しようとして い る ･ (TI)で は H∂ は Glu327 のカル ポ キシ ル 酸素へ 移り, H亡
は His440の Ne と結合して い る ･ つ まり, 第 一 段階反応で は , His lGlu の proto nの
移動が起きて い る .
2.4.3 c atalytic triad周囲の残基の 影響 一策ニ 段階素反応
2･4･2 の四面体中間体構造から, 反応の 最終段階まで の経路を求めた(Fig,2.7,2.10).
(TI)で は H6 は Glu327 のカル ポキシ ル 酸素と結合し, He は H is440Neと結合して い
る ･ (TS2)で は H6は Glu327の 酸素原子から離れつ つ あり, 同時に He はSer200 ヤ へ
向か っ て い る ･ (Pr odu ct)で は H6 は His440 N6 ヘ 戻り, He はSe r2007 と結合して い
2 8
巻 蘇
31.8 7 kc aLIm o1
lnTt h l
0.2 8 kcaLIrn o1
蕃
Fig. 2.7: ca'talytictriad周囲の残基 の影響を考慮した第
一 段階素反応 線色で示した E6 は His4401
N6 う Gll1327-OE 2ヘ 移動して い る .
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Fig･ 2･9: catalytic triad周囲の残基の 影響を考慮した第二俊階素反応. 線色で 示した E6, He は
Glu32 7- OE 2一 E is44 0- N6, Ⅲi8440- Ne l Ser2 00ヘ 移動して い る.
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M et hod Initial T S I T I TS 2 pr odu c七
B3L Y P 0.0 31.8 7 31.59 32.22 2.60
_
in clude Z PE 0.0 28.71 30 A=0 30.97 2.62
Mpg 0.0 31.55 30.12 32.61 4.30
Table2･2‥ catalytictriad周囲を考慮したモ デ ル における零点振動(Z P E)を考慮した各構造のポ
テ ン シ ャ ル エ ネルギ ー 差(kcal/m ol)･ 遷移状態構造(TSl)と(T I)の ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ ー 差が逆
転し,(TI)が生成して も h i七ialへ 戻っ てしまう可能性があることが分かる .
る ･ つ まり, Glu l His, His うSer, の pr oto nの 移動が起きて い る .
第 一 段階素反応 と合 わせる と,pr oto nは His 十Glu の 間を往復し, 同時に His十Ser
へ 移動して い る こ とが分か る ･ 反応全体の プロ フ ァ イル は c atalytic七riad のみ の モ デ
ル 反応系と大きな差は見られなか っ た .
また, 零点振動を考慮した計算及び M P2法を用い た計算を各point構造毎に行な っ
たと こ ろ
, 遷移状態構造(TSl)と(TI)の ポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー 差が逆転し,(TI)
が 生成して もInitialへ 戻 っ て しまう可能性がある こ とが分か っ た(Table 2.2). つ ま
り, 反応系が(TI)に ある確率は低い ことが予想され る .
2.5 結論
AChE の脱 アシ ル化 メカ ニ ズ ム を量子化学計算により調 べ た結果, 以下の ことが
明らか とな っ た .
1. 反応は四面体中間体を経由する2段階で起 こ る .
2･ 反応 の律遠投 階は第 一 段階素反応で ある 四面体中間体形成反応で , その 活性化
エ ネ ルギ ー は 16.42kc al/m ol である . 酵素の働く生体内温度は 310 K付近で あ
り, この 反応は十分に起 こる .
3. 脱アシル 化メ カ ニ ズム 中にSer200- ･His440- Glu327の 間にプロ ト ン リレ ー が
起 こ る .
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第3章 cA MP依存性プ ロ テイン キ
ナ - ゼ の C- subu ni七の触媒作
用機構
3.1 序論
酵素活性の調節, つ まり生体内情報伝達の 方向を決定する手段として , 蛋白質の リ
ン 酸化が行なわれ て い る ことは , グリコ ー ゲ ン代謝の 研究中に発見された[41,42,43].
現在で は, ホ メ オス タシ ス を維持するための ホル モ ン が G蛋白質に作用すると, cyclic
AM Pが セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー として 放出され る こ とが 分か っ て い る ･ その cyclic
AM Pによ っ て 細胞内に伝えられた情報の大部分が, cyclic A M P依存性プ ロ テ イン
キ ナ - ゼ(CA PK)の 活性化に よ っ て 仲介され る ことが知られ て い る[44](Fig･ 3･1)･
cAP Kは
, 標的で あるプロ テイ ン キナ - ゼ類の Serまたは Thr へ Mg
2＋
- ATP の 7- リ
ン酸を転移する こ とで 情報を伝達する .
全て の プロ テイ ンキナ - ゼ がそうであるように, cAPK は活性シグナ ル が伝わる前
は不活性で ある ･ 活性シ グナル で ある cyclic A MPがな い状態で は, 2 つ の r egula七o ry
(R)s ubu nitと2 つ の c atalytic(C)s ubunitが結合した不活性 holo e nzym e と して存
在して い る ･ cyclic A MP濃度が上昇すると, cyclic AMP は R-s ubu nitと結合 し, 1
個 の R2(cyclicAMP)4 dim e rと･2個の C-s ubunitm o n om erが生成する[45]. 生成し
た cAP Kの C-s ubu ni七は標的で あるプロ テイ ン キナ - ゼ 中の特異配札 - Are- Arg- Ⅹ -
Se r[T hr]-Y - (Ⅹ は小さなア ミノ 酸, y は大きな疎水性アミ ノ酸) を認識して 配列中
の Ser[Thr]をリ ン酸化する【46, 47】･ 標的プロ テイン キナ - ゼ はリ ン 酸化される こ と
により, その 触媒能力が活性化する . これが , 生体内で の 情報伝達の 一 つ の プロ セ ス
で ある .
その 構造の 単純さ (残基数約350)と単離の容易さの ため, cAP K のC-s ub叫 の
生化学的研究は様々 な条件で行なわれ[48, 49], Ⅹ線結晶解析によ っ て , その 3次元
構造が既に決定されて い る[叫 また, C-s ubu nit の触媒機構の メカ ニ ズ ム , すなわち
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Fig･ 3･1: ホル モ ン によ る生体内情報伝達の制御の例･ ホ メオス タシ スを錐持するための ホル モ ンが
ア デ ニ レ ー ト シタラ ー ゼ に作用し, AT Pから cAM Pが生成され る･ 生成した cA M Pは cAP K(CAM P依存性プロ テイ ン キナ - ゼ)を暗性化する ･ 活性化された cA P Eは様々 な酵素の リン 酸化を行ない
,酵素活性の制御を行なう .
原子レ ベ ル で の Ser リ ン酸化メカ ニ ズムを解明しようと様々な理論イヒ学的アプロ ー
チが行なわれて い る[51, 52,53]･ この ように, 作用機構につ い て は長い 間, 議論の対
象とな っ て きた ･ 本研究で は, 生体内で ホ メ オス タシ スを維持するため の 情報伝達過
程を原子 レ ベ ル で理解する研究の 一 環として , cAP Kの C-s･ubu nitによ る基質Se,リ
ン 酸化反応メカ ニ ズ ム を量子化学的手法を用 い て 明らかにした .
3.2 方法
3.2.1 分子力場計算
量子化学計算を行なうた めの モ デル 反応系を構築するた めに, C-s ubu 叫 Mg2＋ -
AT P, 基質で構成される ES Co mple x全体に つ い て 分子力場計算を行な っ た . 静素は
71 × 55× 53Åの 大きな水槽に入れた ･ そ の水槽の 中で ES Co mplex の周りに 4597
分子の TIP3 Pw ater 分子を Mo nte Ca rlo 法により発生させ[3 7], 周期境界条件下で
エ ネルギ ー 極小化を行な っ た . 全て の ア ミ ノ酸の力場パ ラ メ ー タに は al _ ato ms. r c e
field[40]を使用した ･ また, 計算を簡略化するため にSHAK Em ethod[39]を用 い て
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分子内の結合距離を平衡核間距離に保 っ た ･ 計算プロ グ ラム には Amberver. 4.1[38]
を使用し た .
3.2.2 量子化学計算
分子力場計算によ っ て エ ネル ギ ー 極小化され た ES Co mplex からモ デ ル 反応系を
構築し, その モ デ ル 反応系の Scbr6dinger 方程式を電子相関を考慮した密度汎関数
法(D F T法)を用 い て 解い た ･ その 際に, 交換項には Becke,sthre epar am ete rfun c-
tio n al[26], 相関項 にはⅠ〃P c or r elation te r m[27,28]を使用した . ポ テ ン シ ャ ル エ
ネル ギ ー 超 曲面上 の 極小点及び遷移状態の構造は, エ ネル ギ ー 勾配法により最適化
して 求めた ･ 求め た遷移状態の構造にお い て 振動解析を行ない , 唯 一 の 虚の 振動を
持 つ 基準振動が存在する こ とを確認した ･ こ の ようにして 定めた遷移状態の構造が,
反応始原糸と反応生成系とを結ぶ 最低最短 エ ネ ルギ ー 経路上に存在する ことを確認
する ため に, 虚の 振動の 順方向と逆方向に沿っ て the ste epest de se ntpa也 を計算し
た ･ 基底関数系に は 6-31G* *を採用した ･ 計算プロ グラ ム には Gau s sia n98[35]を使
用した .
3.3 結果
3･3･1 実験に よる知見に基づし､て求められた E S- c o mple x
cAPK の C-s ubu nit の触媒作用機構メ カ ニ ズム を量子化学約手法により解明する
た め には, モ デ ル 反応系を構築し, 遷移状態の構造を定める必要が ある . その モ デ
ル 反応系を構築する た め に, CAPI( のC-s ubu ni七, 阻害剤基質(P KI)及び ATP で構
成される三体複合体(Ter n aryComple x)の 結晶構造(pdbcode: 1atp)[50]を用 い て ,
C-s ubu nit, 基質プ ロ テイン キナ - ゼ 及び Mg-ATP の複合体(ES Co mple x)を次の よ
うな方法により決定した ･ P KIは基質プロ テ インキナ - ゼ の 特異配列中の Ser[T叫
が Ala に置き換わ っ たもの で あるの で , まず, この AlaをSerに置換して被リ ン 酸化基
質が 配位した状態を再現した ･ 次に Te r n a ry Complex の活性中心には(Mn
2')2AT P
が配位して い るが , 生体内で は Mg2 ＋AT Pが 配位して い ると いう実験結果[54,55,56]
を参考にして ,β- ,7J)ン酸に配位して い る Mn2＋ を Mg2＋ に置き換えた ･ また , α -,7-
リ ン 酸に配位して い る Mg2＋ は, 反応を阻害する と報告されて い る[5 7, 58,59]の で
削除した ･ こうし て構築した ES Co mple xの 構造に溶媒で ある水分子を発生させ, 周
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Fig. 3.2: 分子力場計算によ っ て エ ネル ギ
ー 庫小化され た溝造. A T Pは赤色で ,Serは緑色で 示し
て い る . 黄色は Ly$72, Ly8168, 及び Asp184を示し, 2分子の 水はピン ク色で 表して い る. 量子化学
計算の モ デル反応系を構築する際は, ○印で 囲まれた原子を水素原子に置き換えた.
期境界条件下で , 分子力場計算により エ ネル ギ ー 橿小化計算を行な っ た . 分子力場計
算に よ り得られ た ES複合体構造(ES Co mple x)を Fig. 3.2に示す. 基質で あ るSer
の O Hgroup の 酸素原子(Os)と 7- T)ン酸の T) ン原子(P7)の 距掛ま2.94Å,Ser の OH
gr o upの 水素原子(Hs)と 7- リ ン酸の Mg2' に配位し て い る酸素原子(071)と の 距離
は 2.llA, そして Os と 0↑1 の 距離は 2.01Åで あるの で , これ らの 原子は 十分に相互
作用して い ると 考えられ る .
量子化学計算を行なうに当た っ て , 取り扱え る原子数 には 限りが ある ため , 分子
力場計算により求め た ES Co mplex の 構造からリ ン酸化反応に関与する と思われる,
Mg
2＋
, Mg
2＋ に配侵 して い る2 つ の 水分子, Lys-72,I,ys-168, Asp-184, AT P, そし て
基質とな るSerを抜きだ した . その 際, 各ア ミ ノ酸の○印の 位置の 炭素原子を水素原
子に置き換えた(Fig. 3.2). また, A T P に関して は , α - リ ン酸の リ ン原子を水素原子 に
置き換えた , Mg2＋ に園して Tsigelmyら は , Asp184 の2 つ の 酸素原子,β- , 7- リン 酸
の 酸素原子, そして 2 つ の水分子の 酸素原子によ る6座配位で ある【60】と報告して い
る ･ 分子力場計算に よ っ て得られ た ES Co mplex にお い て も, Mg2＋ に は2 つ の 水分
子が配位して い た ことか ら, 2 つ の 水分子をモ デ ル 反応系の 中に取 り入れ, Mg2＋ を
6座配位とし た . こ こ で は, Mg2＋ に配位 して い る2 つ の 水分子を w ate rl及び w ater
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Fig. 3.3: Fig. 3.2 で最適化を行な っ た構造からモ デル 反応系を構築し, D F T法により構造最適化計
算を行な っ て求められた反応初期構造. A T P, Mg, 水分子及びその 周囲の残基が互い に相互作用して
い る . 事を付けた原子を空間国定して計算を行な っ た .
2と呼ぶ こ と にする . E S Co mple xにお ける空間配置が反応進行中に保たれて い る こ
とを再現する(reprodu c e)ため , Lps-72 と Lys-16 8の 炭素原子, Asp1184, Mg
2＋
,β- リ
ン酸の リ ン 原子, α - リ ン 酸とβ- リ ン 酸 の リ ン 原子を繋 い で い た酸素原子, そして 置
き換えた水素原子を空間固定した . こ れ を量子化学計算にお けるモ デ ル 反応系と し
た . 構築したモ デ ル 反応系に つ い て 量子化学計算によ り構造最適化を行 っ たと こ ろ ,
構造(A')が得られ た(Fig. 3.3). 構造(A')で は 基質で ある Ser の OE gro up の 酸素
原子(Os)と 7- リ ン 酸の リ ン 原子(P7)の 距離は3.22Å, Se rの OH gro叩 の水素原子
(Hs)と 7- 7)ン 酸の Mg2' に配位し て い る酸素原子(O†l)との 距離 は 2.01Å, そし て
Os と 071 の 距 鰍ま2170Å にあり, 他の 部分に つ い て も分子力場計算で得ら れ た ES
Co mplex 内部の 空間配置を良く再現 して い る こ とが分か っ た . 今後, Fig. 3.3の構造
は Ⅹ線結晶解析構造の 結果を基 にし て構築され て お り, ｢実政 に基づ い て 求め られ
た構造+ と呼ぶ こ とが で きる .
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Fig. 3.4: Fig. 3.3 の 実験値の活性部位の原子配意を元に理論計算に より求められた遷移状態の構造.
構造中の央印は轟動解析を行な っ た時の 虚の 振動の 方向を表す.
3.3.2 理論的に定められ た遷移状態の構造とそれより求めた
E S Co mple xの構造
まず は じめ に, 反応の 遷移状腰の 構造を求めた . Fig. 3.4に唯 一 の 虚の 基準歳動を
持つ 遷移状態の 構造(TS)を示す . こ の 遷移状患構造は理論計算によ り求め られた構
造 で ある . 園中の 矢印は唯 一 の 虚の 振動 の 方向を示し, 反応が 進む方向を示 して い
る ･ (TS)で は Se rの水酸基の水素(Hs)は 7-リ ン酸の 酸素原子(071)と 1.07Å,Ser
の 水酸基の 0- Ⅱ(Os- Es)問は 1･40Åで ,Se rの水酸基の 酸素が γ- リ ン 酸の リ ン 原子
に近付くと共に ,Ser の 水酸基の Os- Es 結合は切れ始め, Hs は AT P の7- 1)ン酸の 酸
素原子(07)に 移行し つ つ ある こ とが分か る. β- , 71 リ ン酸の 間にある酸素原子(0β7)
と 7- リ ン酸の リ ン 原子 (P7) の 距離は 1･80Åであ り, 反応初期構造(Fig. 3.3)で の
1･71Åよ りわずか に伸びて い る ･ Mg2' には , Asp-184の 2 つ の 酸素原子,β- , 7- リ ン
酸の各 一 個酸素原子, そして 2 つ の 水分子 とで 6座配位をし て い る .
次に TS構造か ら , 虚の 振動方向に沿 っ て 固有反応座標(IR C)計算を行な い , 反応
始原系と反応生成系とを結ぶ ポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー 超曲面上 の 最短の 最低 エ ネル
ギ ー 経路を求め た ･ まず, 求め た遷移状態構造(T S)か ら虚の 振動の 方向とは逆の 方
37
(A)
ABP184
Ly$16 8
Ly872
∬rP
Se r
Fig･ 3･5: (TS)よりIRC計卦こよ っ て 求められた反応初期構造(ES(っo mplex)･ Fig1 3･3 の実験値
を良く再現してい る .
向 へ 向か っ て IRC計算を行な っ た と こ ろ(A)(Fig. 3.5)が 得られ た .
(A)で は ,Serの 水酸基の 酸素原子(Os)は 7- リ ン酸の リ ン原子(P7)と 3.35A,Ser
の水酸基の 酸素原子(Os)と水素原子(tis)の 距離は0.98A,β,7- リ ン酸の 聞にある酸
素原子(Op7)と 7- 1)ン 酸の 1)ン 原子(P7)の 距離は 1･69Åで§3･3･1 で実験に基づ い
て 求められ た構造で ある(Aりを非常に良く再現して い る ･ こ の こ とか ら, 理論的に求
め た遷移状態の 構造(TS)(Fig. 3.4)は, 生体内上で 実現する反応経路上 に存在する遷
移状態を再現し て い ると結論し た . 遷移状態構造か ら求め られ た構造(A)(Fig. 3.5)
は反応初期構造(ES Co mplex)で ある . なお , ES Co mplex と TSの ポ テ ン シ ャ ル エ
ネル ギ ー 差は 3 6･23kc al/m olと計算され た ･
3.3.3 反応生成物の 構造
最後に,§3.3.2 で 求めた遷移状態の 構造か ら虚の 撮動の 順方向- 向か っ て IRC計
算を行な い 反応生成系を求め たと こ ろ potentialen ergy が下 がり, 構造(B)が得られ
た(Fig. 3.6). (B)で は, β- リ ン 酸と 7- リ ン 酸を結 ぶ酸素原子(0β7)と 7- T)ン 酸の リ
ン 原子(P7)と の 距離は 3.56Åで , リ ン 酸化され た基質が C- sub unitから離れて い る .
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Fig. 3.6:(TS)よりIRC 計斯こよ っ て求められた反応最終生成物(Final ProdtlCt)･ Mg
2＋ と 71 リ
ン 酸の 酸素庶子(071)の 配位が切れ, 代わりにβ,7- T)ン 敢を 掛 -で い た酸素原子(Op7)が配位して
い る .
また, ES Co mplex や遷移状態構造(TS)で Mg2＋ と配任して い た 7- リ ン酸の 酸素原子
(071)と Mg2＋ の 配位結合は解消 し, 代 わ りに 7- リ ン 酸を繋い で い た酸素原子(0β↑)
が Mg
2＋ と6配位結合を形成して い る . Fig. 3.6は遷移状態構造(TS)よ り理論的に求
め られ た基質Ser リン 酸化反応にお ける安定構造で ある こ とか ら, 構造(B)を リ ン 酸
化反応におけ畠最終生成物(F in al Product)とし た . 反応生成系(FinalPr odtlCt)は,
反応始原糸(ES Co mplex)よりも安定で あり, その 計算値 は10.85kc al/m ol であ っ た .
3.4 考察
3.4.1 A T P の役割に つ い て
Fig. 3.7に, cAP K のC- sub unit によ る基質Ser リ ン 酸化反応 におけるIR C計算の
結果得られた ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化を示す . 図中の 数億は この 研究によ っ て 求
められ たポテ ンシ ャ ル エ ネル ギ ー 差 で ある. こ の グ ラ フから, 反応 は1段階で 進行し,
活性化 エ ネル ギ ー は36.23 kcal/m olと計算された . また , 反応生成系(Final Product)
は反応始原系(ES Co mple x)よ りも安定化し, その 計算値は10･85kcal/molであ っ た 1
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つ まり
,
cA PIくの C- subu nitによる基質Ser リ ン 酸化反応 は10.85kcal/m olの エ ネル
ギ ー を放出する発熱反応で ある こ とが 分か っ た . A TPI AD P加水分解反応は, 約10
kcal/m olの発熱反応 で ある と報告され て い る[61]. こ こ で , ｢AT Pの 加水分解によ
り放出され る エ ネル ギ ー が
,
活性化障壁を乗り越えるため の 原動力となる+(い わゆ
る エ ネ ルギ ー 通貨)と考えるの は , 全くの 誤 りで ある . 気相反応と異なり, ある酵素
で 反応が終了し
,
これ によ り放 出され た エ ネル ギ ー が , 別の 未反応の酵素に直熟ま伝
達され難 い こ と , も し, 倣 にその ような現象が起 こ っ た とし て も, A TPの 分解によ る
放出エ ネル ギ ー の み で は, 必要な活性化エ ネル ギ ー 主に到達しな い ことが , その 理由
で ある . むしろ , 生体内酵素が実際に働く際の 反応温度は 310 K 前後で あるの で 生体
が恒温槽と して 働き, こ の恒温槽 で ある 生体か ら活性化 エ ネル ギ ー が 集め られ基質
で あるプ ロ テイ ン キ ナ - ゼ 中の Se r[Thr]の リ ン 酸化が 起こ ると考えら れ る . つ まり,
AT Pの役割は , Serの T)ン酸化反応に エ ネル ギ ー を与える と い うこ とで はなく, 恒温
槽とし て働く生体か ら活性化 エ ネル ギ ー を集めて 基質で あ るプ ロ テ イ ン キ ナ - ゼを
リ ン酸化し, 生体 におけ る情報伝達 の 方向性を決定するtriger と し て の 働きに ある
と考えられる .
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Fig. 3.7: Fig. 3.4(TS)よりIR C計算を行な っ た際の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 変化と反応座像. 縦
軸はポテ ン シ ャ ル エ ネ ルギ ー (kcal/m ol), 横軸は反応座標(む n ul/2Å)を表す.
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3.4.2 Mg
2＋ の 配位
ES Co mplex で Mg
2 '4ま反応系の 中心に位置し , Asp184 の 2つ の 酸素原子, 2 つ の
水分子,β- リ ン酸の 酸素原子(0β), 7- リ ン酸の 酸素原子(0↑)とで 6座配位を形成 し
て い るが , FimalProdu ctで は 7-
1)ン 酸基が基質で あるSe r ヘ 転移した こと によ っ て
フ リ ー とな っ た 酸素原子(Op7)が , 71 リ ン酸の 酸素原子(07)に代わ っ て 配位結合を
形成する . Fig. 3.7 のポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ
ー 変化を見る と , こ の 配位 の 入れ換えに
はポ テ ン シ ャル エ ネ ルギ ー 障壁は存在せず自発 的に進行する ことが分か る . で は, 一
体い つ 配位 の 入れ 換えが起 こ っ て い るの だ ろうか? Fig. 3.7を見 ると ,(TS)1(Fin al
pr odu ct)- 向かう途中に変曲点があ る. その 点の 構造を(Bりとする(Fig･ 3･8)･ 構
造(B
'
)で は, 0β7 と 7- リ ン 酸の リ ン原子(P7)の 距掛ま2･77Å, 7- リ ン 酸の リ ン 原子
(p7)と Ser の 酸素原子(Os)と の 距離は 1･66Åで あり, 7- リ ン 酸基 の Ser へ の 転移
反応は完了して い る ことが 分か る . (B
'
)にお い て Mg
2' は , Asp11 84 の2 つ の 酸素原
千, β- リ ン酸の 酸素原子, そ して 2 つ の 水分子とは 配位し て い るが , 071 と の 距離が
伸び(ES Co mplex;(1.99A)一 TS;(2.03A) う B
'
;(2133A)), 0β7 と の 距離が縮 ん で い
る(ES Co mplex;(2.86A)1 TS;(2.69A) 1 B
'
;(2.29A) . この こ とから構造(B
')付近
で 07 と 0β7 の 入れ替わ りが起 こ っ て い る こ とが 分か る ･ すなわち, リ ン酸基転移反
(B
l
)
A8P1 8 4
疏
Ly8168
00PTNl:i B3
0PrP7:2.77
リ ン 酸基転移は完了し, Mg
2十
Ly$7 2
Oy
W d er1
A ロp
Fig. 3.8: Fig. 3.7 の ポテ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ
ー 変化国中の(B')の構造･
と斗- リ ン酸の 酸素原子(071)の 配位が切れ始め, 代わりにβ,7- T) ン酸を繋い で い た酸素原子(Op7)
が 配位し始めて い る .
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応は完了し, リ ン 酸化され た基質(Ser)が C-8 ubu nitより脱離して い く倭備をして い
ると考えられる .
Mg
2＋ には 2個の 水分子が 配位して い るが
,
その役害は 何であろうか? こ の こ とを
探るため , Mg2＋ に配位 して い る 2個 の水分子を除い て 4配位構造を仮定した . する
と, リ ン 酸転移反応が完了して い てもリン 酸基の 酸素原子 07 と Mg2＋ は配任したま
まで あ っ た[62]･ こ の 時, 0β7 も Mg
2＋ に配位し, Mg2＋ は 5配位とな づ て い る . この
ことか ら, Mg2＋ に配位して い る水分子は, リ ン 酸化されたSer(基質)が C-s ubu nitよ
り脱離して い く際に必要不可欠であり, Mg2＋ は 6座配位で なければリ ン酸化され た
Ser(基質)が C増ubu nitより脱離しな い こ とが 分か っ た .
3.4.3 活性部位周囲の影響
これ まで の 計算で は, 活性部位の み に つ い て 論じ, 周囲の 影響を考慮に入れて い
な い ･ そこ で , 周 囲の 影響を考慮するため に, SC RF(On s age r m odel)法とtw o-layer
ONIO M法により計算を行な っ た(Table3.1).
S CRF 法は各構造 に つ き エ ネ ル ギ ー 計算を行な っ た . 計算の 際, 比誘電率の借は
20･00 とした . その 結果, ES c o mple xと TS の ポ テ ン シ ャ ル エ ネ ル ギ ー 差は 45.40
kc
'
al/m ol, ESc o mpiex と最終生成物(B)の ポテ ン シ ャル エ ネル ギ ー 差は2.28 kc al/m ol
と計算され た ･ この結果は , ｢リ ン酸化反応にお い て , 比誘電率の値は1.00,4.00,20.0 0
の い ずれでも目立 っ た違い は見られな い+とした著者らの 以前の研究と 一 致する[62】.
ON IO M計算を行なう際の モ デル の 構築には, 分子力場計算により得られた構造を
用 い た ･ 活性中心 にある Mg2＋ から 6.0Å以内にある残基, Phe54, Lys72, Asp166,
Lys168, As n171, Asp184, Phe185, Gly186, Phe187, AT P, 基質で ある Ser, そし
M odel Method ES Co mple x TS Fin al Pr odu ct
s m all no S C RF 0.0 36.23 -10.25
S CRF 0.0 45.40 -2.28
large O NIOM 0.0 18.72 -14.87
Table3･1:･SC R F(On s ager m odel)法とtw o-layerONIOM 計算により得られた各構造の ポテ ン シ ャ
ル エ ネル ギ ー 差･ M odelの s m a11,lar昏eは各々, 本研究で用いたモ デル 反応系のみ, モ デ)i,反応に周囲
の アミ ノ酸残基を加えた系を表す. M etbodの n oS(コR F
,
SCR F
,
ONIOM は各々周囲の影響を考慮
して い ない系,SCR F(On s ager m odel)による周囲の影響を考風 tw o-layerON IOM m ethod による
周囲の 影響を考慮を意味する.
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て 4分子 の 水をモ デ ル 反応系に入れ た . 計算の 際, 量子化学計算に用 い た 原子は
highlayer(B 3L Y P)とし, 量子化学計算で得られ た原子配置で 固定し, 他の 原子 は1o w
laye r(P M3)として 構造最適化を行な っ た . その 結果,ESc o mplex と TSの ポ テ ン シ ャ
ル エ ネル ギ ー 差は 18･72 kc al/m ol, ES c o mplex と最終生成物(B)の ポ テ ン シ ャル エ
ネル ギ ー 差は1 4.87kc al/m olと計算され た .
3.5 結論
量子化学的手法に よりcA MP依存性プ ロ テ イ ン キナ - ゼ の 基質プロ テインヰナ -
ゼ の リ ン 酸化メカ ニ ズ ム に つ い て 研究を行ない , 以下の結論を得た .
1･ cyclic AM P依存性プロ テイ ン キナ - ゼ によ る基質プロ テイ ン キナ - ゼ の リン 酸
化は 1段 階反応で ある .
2･ こ の リ ン酸化反応に おい て Mg
2＋ は常 に 6座配位構造を保 っ て い る . Mg2＋ が 6
座配位を保た なければリ ン 酸化された Ser(基質)は C-s ubmi tより脱離しない .
3･ 活性化エ ネル ギ ー の 計算値は 36.23 kc al/m olで あ っ た . 実際に酵素が働く生体
内の 反応温度は 310 K付近で あり, こ の 反応 は生体内で 十分に起 こり得る と考
えられる .
4･ AT Pは,Serリ ン 酸イヒ反応 に エ ネルギ ー を与える ｢エ ネル ギ ー 通貨+ で はなく,
恒温槽として働く周りの 生体より活性化エ ネル ギ ー を集めて 基質プ ロ テイン キ
ナ - ゼ の リン 酸化の 進行を制御する情報伝達物質の 1 つ で ある .
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第4章 まとめ
セリ ン プロ テア ー ゼ や プロ テイ ン キナ - ゼ は生体内情報伝達の オン ･ オ フを決定す
る際に重要な働きを担 っ て い る . これら酵素の触媒作用機構を原子 レ ベ ル で 解明す
る ことは, 生体内情報伝達機構の 理解や, 作用機構をもとにした作用薬, 阻害薬を開
発する上で 非常に重要で ある . 本研究で はセ リ ン プロ テ ア ー ゼ として いノプシ ン お
よび アセ チ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ を取り上げ, 作用機構の律遠投階と考えられ て い
る脱アシ ル 化反応の 解明を行な っ た . また, プロ テイ ンキナ - ゼとして cAMP 依存
性プロ テイン キナ - ゼ を用 い て , 基質リン 酸化過程を明らか にした . その結果を各章
ごとに以下に まとめ る .
第 一 章 セリン プ ロ テア ー ゼ によ る基質加水分解反応にお い て , c atalytictriad内部
で は pr oto n r elayが起 こ ら 飢 ､とされて い る . プロ トン リ レ ー が起こら か ､原因を明
らか にするため, 反応過程で 生成する四面体中間体構造をトリプシ ン とアセ チル コ リ
ン エ ス テラ ー ゼ を例にとり, 量子化学計算により求めた . その結果,proto n relayが起
こ らない の は, c atalytictriad がその周辺に存在する残基の寄与によりproton r elay
が 生じな い 特別な空間配置をとるた めで ある こ とが分か っ た . いノプシ ン は pr oto n
r elayが生じ か ､実例で , アセ チ ル コ リ ン エ ス テラ ー ゼ は pr oto n r elayが生じ る実例
である .
第二章 アセ チル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ(ACねE)は,神経伝達物質で ある アセ チル コ リ
ン を コ リ ン と酢酸に分解する酵素で ある . A ChE の作用機構は大きく分けて アシ ル
化 脱ア シ ル 化に分ける こ とが で きる . 本研究で は, その 脱ア シル 化反応機構を量子
化学的手法を用 い て 明らかに した ･ まず, A CbE の Ⅹ線結晶解析構造(2ACE.pdb)か
ら活性部位(His440,Se r200,Glu327)を抜き出したモ デル 反応系を構築し, 反応にとも
なう構造変化とポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー 変化を求め た . 次に, t]舌性部位の み の モ デル
に活性部位周囲の残基, 特に Glu327 のカル ポ キ シ ル 基と相互作用して い る Ser226,
As n324を加え, 同様な計算を行な っ た . 計算には電子相関を考慮した密度汎関数法
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(B 3 L Y P法)を用 い , 基底関数系には 6-31G* *を採用し た. また, タ ン パ ク質内部の環
境を再現する ため に, Self-Co nsiste nt Re action Field(SC RF)the o ryを用い た . 計算
プロ グラ ム に は Gaussia n98を使用 した . 計算の 結果, 反応は四面体中間体構造を経
る2段階である ことが分か っ た .
第三章 cA M P依存性プ ロ テ イン キナ - ゼ の C-s ubu ni七の触媒作用機構を量子化学
的手法に より解明し た . 反応系の Schr6dinge r方程式は電子相関を考慮した密度汎
関数法(B3L Y P法)によ っ て 解い た . C-s ubunit, Mg2＋ - ATP, 基質プロ テイ ン キ ナ -
ゼ から成る3体 ES Co mplex にお い て Mg2＋ は反応系の 中心に位置し, 6座配位を
と っ て い る ･ この 6座配位の立体構造ををと っ て い る ES Co mple xか ら基質プロ テ
イ ン キナ - ゼが リ ン酸化される反応 は1段階で完了し, リ ン酸化され た基質は自発
的に C-s ubu nitから離れ る こ とが 分か っ た . こ の 時の 活性化エ ネル ギ ー の 計算値は
は 36･23kcal/m ol であ っ た. 実際に酵素が働く生体内の 反応温度は 310 K付近で あ
り, こ の 反応は十分 に起 こり得ると考えられる . また, 反応生成系は反応始原糸よ り
も安定で あり, その計算値は1 0.85kc al/m olで ある .
以上の ように, 本研究で は セ リ ンプロ テ ア ー ゼ やプ ロ テイ ン キナ - ゼ の 作用機構
を理論的手法を用いて 原子レ ベ ル で 解明を行な っ て きた. 本研究は, 作用機構をもと
にした作用薬, 阻害薬の開発における基礎を築い たもの で あり, 今後の この 分野の発
展に大きく寄与で きるも の と期待して い る .
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第5章 研究の方法とその 理論的背景
5.1 分子力場計算
タ ン パ ク質の ような巨大分子 は原子数が数千 - 数万個と大き い の で ､ エ ネル ギ ー
計算には分子力場 エ ネ ルギ ー を用 い る ｡ この とき個々 の原子 は古典的な粒子で あり ､
互 い にバ ネ で結ばれて い ると考える ｡ 但し ､ 電子配置の違う原子(例えば ､ sp2と
sp3 の炭素原子)は異なる原子タイプとして 取り扱う｡ 原子タイプによ っ て 原子 間に
働く相互作用は異なる ｡ タン パ ク質の 原子間には共有結合長(式(5.1))､ 結合角(式
(5･2))､ ねじれ角(式(5･3))と v a nde rWa als相互作用(式(5.4))やク ー ロ ン 相互作用
(式(5.5))などの 非結合性相互作用が働い て い る ｡ 水素結合は ､ 量子力学的に見て も
大部分が ク ー ロ ン相互作用 で あり ､ それと v a nde rWa als相互作用の 重ね合わせ で
うまく表現で きるd 本研究に用 い た分子力場計算を行うために は ､ これらの 相互作
用を式(5.6)の ように定式化する ｡
本研究に用い た計算プ ロ グ ラム A M BER Versio n4.1 のポテ ン シャル エ ネル ギ ー に
つ い ても こ の 式で 記述 で きる[38]｡
芸∑ KR(R - R.)2
bo nds
妄∑ Ke(0 - Oo)2
a ngle s
芸∑ vn[1･ c os(n¢ - 7)]
dilledr als
吉[針%]
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(5･1)
(5･2)
(5･3)
(5.4)
冒(琵)
R : 結合距離
♂ : 結合角
め : 結合二 面角
E : 誘電率
Vn 回転障壁
Ro
βo
γ :
qi
'
平衡結合距離
平衡結合角
位相(o
o
,
180o)
i番目の 原子の 電荷
n 対称数(1,2,3,4,6)
(5･5)
Rij : i番目とj番目の 原子 間距離
KR,Ko : 結合および角度の力の定数
Ai3
･
,
Bi3
･ ‥ i番目とj番目の 原子間の va nde rWaals相互作用に 関する定数
式(5･1ト式(5･5)の 和が 近似的な分子の ポ テ ン シ ャル エ ネル ギ ー で ある ｡
妄∑ KR(R - Ro)2 ＋芸∑ Ko(0 - 0.)2･芸∑ vn[1＋ c o s(n¢ - 7)】
bo nds a ngles di九eむ als
･引針驚]･吉(琵) (5･6)
こ の 式(5･6)の 第1項 - 第3項は各々 ､ 結合距離 ･ 角度 ･ 二面角の 平行結合位置か
らの 変位による エ ネル ギ ー ､ 第4項 ･ 第5項は ､ v a nde rWa als相互作用 ･ ク ー ロ ン
相互作用に よる相互 エ ネル ギ ー で ある ｡ こ こ で ､ 非結合相互作用項で ある第4項 ･
第5項に つ い て の 経和は ､ 3 つ 以上の 共有結合をはさむ原子同士に つ
J
い て の み行う｡
式中の 力の 定数､ Kr, Ko,Ai,I, Bi,･,qi は ､ 小さなモ デ ル 分子系を用 い て の 量子化学計
算(abinitio MO 法)によ っ て 求める ｡ この ポ テ ンシ ャ ル 関数は以下の ような原則で
構成され て い る[2 7]｡
1･ なる べ く簡単で 明確な意味を持つ 関数の 形式を採用する ｡
2. 変数の数をなる べ く少なくする ｡
こ こ で ､ 式(5･6)に含まれ て い るパ ラ メ ー タ(力場パ ラ メ ー タ)は低分子の 分子振
動の観測値や計算値を再現する ように決められ て い る ｡ 原子は真空中に存在する の
で 式(5･5)に現れ る誘電率 Eは 1 である o こ の ような力場パ ラ メ ー タの 信頼性は徐や
に増して い る ｡
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5.2 エ ネルギ ー 極小化法
平衡構造をと るとき ､ 式(5.6)で 示されるポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー V の 一 次微分
に つ い て 次式が全て の 座標 ∬ に つ い て 同時に成立して い る はずである ｡
芸 - o (5･7)
こ の ような条件を満たす座標∬ を見い 出す操作が エ ネル ギ ー 極小化で ある ｡ 実際
の エ ネル ギ ー 極小化の 問題を解くに は ､ 数値的に最小点を求め て 行か なくて はなら
な い ｡ この ための 手順をアル ゴリズム と いうが ､ こ れは 一 般 には x の関数f(a)の最
小点を求め るため に ､ ある初期点 xo から xl,X2, - を次々 に逐次的に作りだし ､ こ
の 点列が許容領域内にあり､ か つ ､ I(xo)> f(xl)> f(x2)> - とな るようにする
もの で ある o こ の とき ､ 初期値∬o に対して Iim xn がf(x)の最小点に収束するもの
を探索アル ゴ リズ ム とい う[63】｡
5.2.1 最急降下法
探索ア ル ゴ リズムの 基本となるもの は ､ 探索方向はどの 方向か と定め る こ とと ､
その 方向にどれだけ進めば良い かと い うス テ ッ プの 長さを定める こ との 2つ にある ｡
1次元の探索の場合､ 補正値は ､
△∬ - -(∂f/∂x)o/(∂
2
f/∂x
2
). (5.8)
で与えられる ｡
(af/∂x)o > 0 のとき ､ (∂2f/ax2)o < oとなる領域で △x の 億は正となり ､ 構造は
エ ネル ギ ー 極小点か ら遠ざか る方向に変化する｡
多次元空間で の探索の 場合 ､ 座標点を常に エ ネル ギ ー が減少する方向に動か すに
は ､ 補正 ベ クトル △37の 方向を関数fの勾配 ∇fの 逆方向と 一 致させ れば良い ｡ す
なわち ､ aを スケ ー ル 因子として ､
髄
△x - - a∇f' (5.9)
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とする ｡ こ の 方向は ､ 一 定距離の 座標点の 移動に際して 最も関数fが大きく減少
する こ とを意味する ｡
最急降下法で は ､ ス ケ ー ル 因子 α の選び 方が肝要で ある ｡ αが 小さすぎると試行
回数が増えて計算の能率が 落ち ､ 大きすぎると座標点､ 関数が減少する領域を越え
て 移動し ､ エ ネ ル ギ ー がか え っ て 増大する恐れがある｡
一 般に xo を起 点とする任意の ベ クトル v に沿っ て 座標点を動かすとき ､ エ ネル
ギ ー が極小 にな る点を見つ ける にはどうすれば良い の で あろうか?
この 間題は ､ 独立変数 xo, xl, - の 組が ､ 恥1,Xo2, - お よび vl, V2, ･ ･ ･ を定数､ Eを
変数として ､
xi
- Xoi＋Evi i - 1,2, ･ ･ ･
なる関係を満たし つ つ 変化するとき ､ 関数
f(xl(E),x2(i), ･ ･ ･) - f(E)
を極小 にするfq)借を求め る問題と言い 替える こ ともで きる .
こ こで ベ クトル 表示
(5･10)
(5･11)
x - [xl, X2, ･ ･ ･]T, ∬o - [xol, Xo2, ･ -]
T
(5.1 2)
v - [vl, V2, ･ ･ ･]
T
(5.13)
を用 い て 関数f(xl, X2, ･ ･ ･)をf(x) - I(xo ＋Ev)と書く｡ 点x. にお い て df(x)/dE
をパ ラ メ ー タEで Taylor展開し ､ Eに つ い て 2次以上の項を省略して 0とおけば ､ 次
式を得る｡
孟f(xo ＋ 糾 -(霊)｡＋(#)oE - 0 (5･14)
全微分の 公式よ り得られ る 関係 ､
(芸). - 写〈怠〉.普 -写(蛋).vi (5･15,
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お よび
(#)o - ;?(
- ∑∑
i 3
∂2J
∂(Evi)∂(Evi)
(A).viV3･
を式(5.14)に代入し ､ ベ ク トル v の 成分を
vi
- -(af/axi)0
ととれ ば ､ ス テ ッ プ帽Eは
dEvidEv3･
o dE dE
(5.16)
(5･17)
E - 冒(蛋):/写写(蛋)o(A).(慕)o (5･18,
となる｡ 式(5･17)を用 い て 式(5･18)右辺を行列表示すれば
E - (v
T
v)/(v
THv) (5.19)
を得る｡ こ こ に H 8ま関数f(xl,X2, ･ ･ ･)の He ssian 行列で あ
ー
る .
式(5.18)を用 い て 禰正ベ クトル の 長さを求めるため には ､ 関数の 2階微分を計寡
しなくて はならない ｡ 2階微分を計算する代わりに歩みElを適当に選ん で関数f(El)
を計算し､ I(0)< f(El)ならばE2 - fl/2､ I(0)> f(El)ならばE2 - 2El として f(E2)
を計算し､ I(0),I(El),I(E2)の 3点を放物線に当て はめ て極小点を求め る方法もあ
る[64]｡
5.2.2 共役勾配法
最急降下法は メ モ リ の節約の点で は有利で あるが ､ 問題の 性質によ っ て は非常に
収束が 遅くなる こ とが知られて い る ｡ そこ で ､ 収束を加速する い ろ い ろな方法が提
唱され て い るが ､ その 中で も最も成功し ､ 広く用い られて い る のが 共役勾配法で あ
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る . こ の 方法によれ ば ､ ポテ ン シ ャ ル 関数が n 個 の変数の厳密な2次関数で ある場
合 ､ 多くとも n 回の 繰り返しにより極小点に到達する ことが保証され る .
共役勾配法には多くの方式があるが ､ 極値探索 へ の応用で は Fletcber_ Re eves法が
標準的に用い られて い る[64]｡
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5･3 非経験的分子軌道法(ab initio M O溝)
･
5･3･1 Schr6 dinge r方程式
エ ネル ギ ー E をも っ て 一 次元で 運動して い る粒子質量 m に対するSchr6dinge r方
程式は次の ように示される .
一芸砦 叫 - E* (5.20)
4,は波動関数, V は粒子の ポテ ンシ ャ ル エ ネル ギ ー , 別まプラ ンク定数hを2,Tで 除
したもの1である .
これ を三次元の 系で 表すと,
一芸∇2*･ v申 - E*
となる . ∇2 は,
∂2 ∂2 ∂2
∇
2
-
蔚 ＋ 帝
＋
好
一 般の 多粒子系の場合,Schr6dinger方程式は,
H4, - Eゆ
の 形に表され る . H8ま系の ハ ミ ル トニ ア ン で ある .
H - ∑ 一芸∇ぎ＋ V
i
(5･21)
(5･22)
(5･23)
(5･24)
こ こ で 電子系に つ い て 考えて みる こと にする .
物質の 電子状態は,求(5･25)で示した Schr6dinger方程式の解を求め る こと により
袴られ る .
1h - A - 1･055x 10
- 3 4Js
5 2
7tq(1,2, - , N) - fq(1,2, - , N) (5.25)
勺=ま多電子波動関数で , ス レ 一 夕 一 行列式の線形結合からなる . エ ネル ギ ー の も っ
とも安定な基底状態関数は, エ ネル ギ ー の 低い 軌道から, 反対の ス ピン を持っ た電子
が 一 つ ずつ 占有した ス レ 一 夕 一 行列武 一 個で表され る . こ れを分子軌道 x を使 っ て
表わすと,
g(1,2, - , N) - Ixl(1)xl(2)･ ･ ･ xn(N - 1)xn(N)
-
l (5.26)
となる ･ こ の ス レ 一 夕 一 行列式は行列式で あるから Pauliの 排他律どおり,2個の
電子の 交換に対して ｢反対称性+を示す. また(2n)!個の Hartre e積で 表され る状態
の ｢重ね合わせ+ として表現され て い る .
ス レ 一 夕 一 行列式を構成して い る 1電子分子軌道xi の 空間座標に関係する部分
(空間的記述) 甘i8ま適当な数の 原子軌道(基底関数)の 一 次結合で 近似する(L C A O
近似)･
4)i 皇cpiQp
〟- 1
(5.27)
係数の組(Cpi)は , 各分子軌道 qiが互 い に直交して い る とい う条件(si,･ - 6i])の
もと で , 仝電子 エ ネル ギ ー f の期待値 Eをと るように Lagra ngeの 未定乗数法を使 っ
て 定め る .
仝電子の エ ネル ギ ー f の 期待値 Eを計算するとき, 電子 に比べ て 圧倒的に重 い 原
子の核は,電子の 運動を考える際には, じ っ と その 平衡位置に滞 っ て い るもの と考え
る(Bor n- Op pe nheim er近似)･ こ の 近似 の 下 で式(5.24)の 多粒子系に つ い て の ポ テン
シ ャ ル エ ネル ギ ー V は どと原子核間の ク ー ロ ン 反発 エ ネルギ ー の 和で 表される[65】.
5.3.2 Ha rtr e e- Fo ck近似: Ro ot ha a n方程式
変分原理によ れば, 最良の 波動関数は, 次の 汎 関数に対し可能な限り低い エ ネル
ギ ー 値f を与える 関数で ある .
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C (叫叫
甘)
(叫甘) (
5･28)
fが停留億をとるように選んだス ピ ン軌道を満足する方程式が, Hartr e e- Fo ck方程
式(5･29)で ある ･ Ha rtre e- Fo ck方程式を解くと い うことは,Schr6din
.
ger方程式を解
く こ とと同等で ある .
f(1)xi(1) - EiXi(1) (5.29)
f(1)8W ock演算子 と呼ばれ る有効1電子演算子, E は軌道 エ ネル ギ ー で ある . 式
(5･29)は, 一 般的なス ピ ン軌道を償 っ たときの Hartre e- Fo ck方程式で あるが, Pa uli
の 原理か ら閉殻分子 で は各占有空間分子軌道( 榔 - 1,2, - ･ ,昔=ま相異なるス ピ ン
を持 っ た 2電子 に占有され て い るの で
,
ス ピ ン軌道に対する式を空間軌道に対する
Hartre e- Fo ck方程式に変換する と, 式(5.30)の 空間軌道に変換された Hart, ee_ F. ck
方程式になる .
f(rl)4,i - Ei¢i(rl)
閉殻空間軌道を使 っ て 表した軌道 エ ネル ギ ー Eiは
Ei
Ⅳ
す
(4,i[hI*i)＋ ∑2(iilbbト(iblbi)
b
Ⅳ
す
hii＋∑【2 Jib - Kib]
b
(5･30)
(5.31)
と表せ る ･ こ こ で Jibはク ー ロ ン積分, Kibは交換積分で ある .
式(5･31)の 微積分方程式を解くため に, 次の 式(5.32)を滞た すような K 個の既知
の 空 間基底関数の 組(¢p(r)lp - 1,2, ･ ･ ･ , K)を導入して , 線形結合によ っ て 未知の
分子軌道を展開する .
K
4,i - ∑cpi¢p i - 1,2, - ･ , K (5.32)
〃- 1
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式(5･32)を式(5･30)に代入し, 左辺 に¢L(i)をか けて 積分すると, 次の ような行列方程式を得る こ とが で きる .
写cui/叫 1)I(1, 帆 - Ei写cui/岬 1, ” (5･33)
sp〟 - /drlQL(1)仰
S
pu
: 重なり行列
こ こ で
Fp〝 - /dr14L(1)f 恥 (1)
FFb〝:Fock行列
とおく ･ 従 っ て茸(5.34)は,
(5･34)
(5･35)
写FpyCui - Ei写sp〝cui i - 1,2, ･ ･ ･ , K (5･36)
→ F C= S CE (5･37)
これが Ro otha an の 方程式で ある ･ こ こ で C は展開係数αiからなる K x K 正方
行列で ある ･ また E は軌道 エ ネ ル ギ ー Eiを持 つ 対角行列で ある ･ Fo ck行列 F Gま式
(5･35)に式(5･29)と式(5･32)を代入する と式(5･38)の ようになる .
F
T
u
- /dr14”,h(1) - ･豊吉c^ acp･a[2(pu･p - p^'p〝)]
- HB
o
u
re
･∑p p^[(pufp^) 一芸(p^1pu)]
入β
= H;
o
y
r e
＋ Gpu (5･38)
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HS
o
u
r e
- /dr14L(1)h(1)… - ･ 1 電子 ハ ミル ト ニ ア ン
Ⅳ
す
p^
p
- 2∑c^ aCp*a - ･ 密度行列
α
Gp〝 - 妄pipKpulp^) 一芸(p^1pu)] - ･ Fo ck 御 の 2電子部分
Roo七血a an 方程式を普通の 固有借間題に直すた め に, 基底関数系を直交化する . 互
い に直交して い な い基底関数の親(4p)が与えられて い るとき(つ まりSpy fO), それを変換した乾 - ∑xp〝れ が規格直交系をなす
/dr4;*(r)4L(r) - 6pv
となるような変換 x は次の式を満たす.
X
～ 1s x = z
(5･39)
(5･40)
また,c
′
- x
- 1c を満たす新し い 係数行列 C, を考える ･ こ こ から c - x c,を導き,式(5･40)と連立して 解き,分子軌道を求める .
F C = S Cど
(5･41)
c = x C'
(5 A 2)
こ の 後, 新しい 係数行列C から新しい 密度行列p %作る･ そして
, 結果が収束したかどうかを判断する ･ すなわち
, 新し い 密度行列が, ある収束規準の 下 で
,5E8こ設定した密度行列と等しくを っ て い るかどうかを判断する ･ もし収束して い 帥 れば,#しい 密度行列を使 っ て G を計算しなおす.
収束したならば, c,p,F などで 表 那 れて い る 最終的な結果を使 っ て , 望み の期待値や他の物理量を計算する 阿
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5.3.3 基底関数
基底関数とは先に述 べ たように, 分子軌道を原子軌道の 1次結合(LC A O).で 近似
する ときの原子軌道れ の こ とで ある(式(5･27))･ 分子軌道4,iiこおける基底関数xp
の係数は変分法で 決められ るか ら, 基底関数系が よく選ばれて い れば, 求められる分
子軌道も良質の も の となる .
基底関数と して 代表的なもの には ス レ 一 夕 - 型軌道(STO,関数形は Ne
‾ αr)とガ
ウ ス 型軌道(GTO, 関数形は Ne
- αr
2
)が ある【66]･
以下に代表的なもの を挙げる . 本研究で使用した基底関数系は 6-31G* *である .
ST O- 3 G 最小基底関数系で あり, 各原子に対して その 原子の 占有原子軌道を記述
する の に必要とされる最小 の 関数しか持た ない . この 基底関数系はあまりにも小型
なの で , 定量的に正確な結果を与えうる基底関数系で は か ､が, 得られる結果に は化
学結合の本質が含まれて い て , 多くの有用な定性的な結果が得られ る ･
6- 31 G** 分極基底関数系. 普通の基底関数系に, さらに分極関数, すなわち水素原
子上に p関数, 第二, 第三周期原子上に d関数を加えたもの で , 結合の 際の 電子分布
の 歪みが よりよく記述 され て い る . 詳しくは, 第二周期に d型 GTOl個(C, N, 0, ど
に対して は, 6個の 3d関数に α - 0.8の ガ ウ ス 軌道指数が標準値)を加える ほか , 水
素原子に p型 GTO 1個(α - 1.1)追加して)､る ･
5.4 密度汎関数法(De n sity甘u n ctio nal T he o ry - D F T
法)
DFT法は酵素触媒部位の複雑な系の計算をそれほどの 計算負荷をか けず, しかも
大きなbasis s etを用い た Hartr e e- Fo ck法よりも優れた精度を得る こ とがで きる量子
化学計算手法で ある .
N 電子系の 波動関数が N 個の 変数か らなる 関数 V(xl,X2, - ,XN)で ある･の に対
し,D F T法で は三次元 の 空間座標にの み依存し, より簡単な電子密度の 関数β(㍗)に
よ っ て 表現する ため , エ ネル ギ ー その他の 物理量等を容易に求め る こ とが で きる ･
甘 と Eoは外部ポ テ ン シ ャ ル u(r)の 汎関数 甘 - 叫u],Eo - Eo[u]で ある ･ つ まり物
質系の 全て の 物理状態に対応する外部ポテ ン シ ャル を考える ことが で きる . 系の 電
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子密度β(㍗)は
p(r) - N/甘*(∬1, X2, ･ ･ ･ ,XN)せ(xl, ∬2, - , XN)dx2dE3 ･ ･ ･ d3N (5.43)
に よ っ て 与えられ,i, の 汎 関数で ある . こ こ で dx - drds で ある .
密度汎関数法の 基本原理は,
1･ 電子密度β(㍗)は非縮重系の 基底状態を正確に記述する基本変数となり得る . す
なわち β(㍗)と基底状態は 1:1 に対応し, 例えばその 系の 仝 エ ネ ルギ ー は β(㍗)の
ユ ニ ー クな汎関数となる .
2･ 波動関数と同様に,電子密度β(㍗)に対して も エ ネル ギ ー 変分原理が成立する . す
なわちp
'
(r)≧ oか つ 積分 p'(r)dr - N を満たす任意の 電子密度p'(r)に対して
Eo ≦ E[p
'
(r)] (5.44)
の 関数が 満足される .
〟(㍗)によ る系の 仝 エ ネルギ ー は電子密度行列(redu c edde n sity m atric e s)を用 い る
と次の ように記述で きる .
E = /[
1
2
'
r
V
,
2
pl(r
'
, r)]r rI/p(r)vN(r)dr ･;/p2(rl,r2)rl-21drldr2･ UN N
- T ＋ NNe ＋ Ue e ＋ UN N (5 A 5)
こ こ で 第1項は 全逓動エ ネル ギ ー を示し,第2項及び第3頑は それぞ れ軌 電子間
引力 エ ネル ギ ー と電子 -電子 間反発 エ ネル ギ ー を表して い る . 最後の 項は核二次密度
行列の 対角項で ある . pl,P2 は次の ように定義される .
pl(r
/
1, rl) - 〟/甘*(r/1Sl,X2, ･ ･ ･ , XN)
×q(rlSl,X2, ･ ･ ･ , XN)ds,dx2 - dxN (5.46)
β2(γ1, γ2) - β2(γ1γ2, γ1γ2)
- Ⅳ(〟 - 1)/甘*(rlSl,r2S2, X3, - ,XN)
×甘(rlSl,r2S2, X3, ･ ･ ･ , XN)dsl,ds2,dx3 A ･ ･ dxN
- Ⅳ(〟 - 1)/仲l2dsl,ds2,dx3 - dxN (5 A 7)
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また,β1(γ
′
,
㍗)の 対角項は β(㍗)となる .
β(γ1) - β1(γ
′
,
㍗) - 〟/I叫2dsl, dx2, ･ ･ ･ dxN (5.48)
上記の 式によれば電子 - 電子間反発 エ ネル ギ ー は, β2 で 与えられ る確率のもとで ,
電子 -電子 間ク ー ロ ン 反発を表す演算子 r;2
1 の 期待値として 得られ る . こ の 場合, こ
の 反発 エ ネル ギ ー には古典的なク ー ロ ン 相互作用だけで なく, 電子交換及び電子相
関の効果も含まれ て い る . つ まりこ の 表式は複雑な多電子系に対して も, 電子相関を
含んだ形で全く安当な式とな っ て い る .
さて , 全 エ ネル ギ ー をβ(㍗)の みの 汎関数として表すには, 二次密度行列で表現され
て い る電子- 電子間反発項を p(r)によ る表現に変えなければならな いが , p(r)による
正確な表現は知られて い ない . しか し, その 汎関数が満たすべ き条件は求め る ことが
で きる ･ 電子密度ある い は密度行列はその 系の 仝電子数(N)と次の ように関係づ け
られ る .
/p(r)dr - N
/p2(rl,r2)drldr2 - N(N - 1) (5･49)
最初の 式は全電子数の保存則を表して お り, また全電子数は α ス ピ ン とβス ピン
の 電子数の和 で あるか ら N - Nα ＋ Nβ となる ･ ニ番目の 式はその 系の 各電子がそれ
自身以外の全て の 電子と相互作用する こ とか ら得られる . さら.に この 茸を α ス ピン
とβス ピ ンの 項に わけて 展開すると
N(N - 1) - (Na ＋ Np)(Na ＋ Np- 1)
- Na(Na - 1)＋ Np(Np- 1)＋ Na Np ＋ NpNet
となる . こ れらの 項はそれぞれ
p2
a α(rl,,2) , P望β(rl, r2),
pgβ(rl,r2) , P望α(rl,r2)
(5.50)
の 積分値に相当する .
と こ ろで , 二次の 密度行列の 対角項β2(γ1, γ2)は こ電子間の相互依存性を示して い
ると考えられ るが , もし両電子が独立すなわち相関がな い とすると, こ の確率は単に
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〟(γ1)と β(γ2)の 積になる ･ しかも こ の場合その 積分値は N(N - 1)で はなく N2 にな
り, こ の 関数を使うと β2(γ1,γ2)を次式の ように相関の ない 場合の 表現に補正項を加
える形式で表現で き る .
β2(γ1,γ2) - β(γ1)〟(γ2)[1 ＋付 い γ2)】 (5.51)
同様な関係式は2 つ の 電子に対する 4通りの ス ピ ン の 組み合わせ に つ い七 それぞれ
書くことが できるが , 補正項の 中身は同 一 ス ピ ン 間と反対ス ピ ン間で 異な っ て くる .
さて , D F T法で は電子密度の交換及び相関ポ テン シ ャ ル 汎関数を知る必要が ある
が
, 現在その 正確な形が知られて い ない の で 近似的なモ デ ル 関数を使うこ と になる .
均 一 電子ガ ス の モ デ ル か ら誘導される交換ポ テ ン シ ャ ル は
V
x
P
U
x
P
2
3
U
x
P
冨α[孟pq喜]
の形をし て い る . こ こ で q はネピ ン イン デ ッ ク ス を示 し,α は純粋な交換 ポテ ン シ ャ
ル の 場合に は喜であり, 別の アプロ ー チ で は異な っ て くる . 一 方, 相関ポ テ ン シ ャル
に関して も同様なモ デ ル からv o nBarthand Hedin, Gu n n ars o n a ndL undqvistある
い は Vosko, Wilka nd Nu s air 等が誘導して い る . しかし均 一 電子ガ ス モ デ ル 誘導の
局所密度近似で は, 実際の 原子分子にお ける不均 一 電子密度の 状況を必ずしも適切
に表せな い 場合が ある . そこ で 電子密度の勾配を含むn o nlo c alc orr e ctio nが交換及
び相関ポ テ ン シ ャル に導入され た . また こ れらの ポ テン シ ャル の 発展と同時に , - 電
子軌道 軌 をス レ 一 夕 - 型軌道やガ ウス 型軌道あるい は数値原子軌道などを基底関数
として 展 開して , よ り精細な電子密度や ポテ ン シ ャ ルを求め る方法論が数億債分法
の精密化と相ま っ て 著しく改良されて きた. よ っ て 得られる結果は電子相関を考慮
した MP 2レ ベ ル に匹敵するとされて い る . Ha rtr e e- Fo ck法で の エ ネル ギ ー を
EH F - V ･(h P)･去(pJ(P) 卜芸(p K(J))
とする と, DFT で の エ ネル ギ ー は
'
ED F T - V ･(hP)＋妄(pJ(P))･ Ex[P]･ Ec[P]
と表せ る . DFT 法は Hartre e- Fo ck法で考慮されて いな い 電子相関の項を含む. ヽ
- ヽ■
+ +
で V は核間反発 エ ネル ギ ー ,P は密度行列,(h P)は 1電子(運動＋静電)エ ネル ギ ー ,
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圭(pJ(P))は電子の古典的ク ー ロ ン 反発, 一書(P K(J))は電子の 量子(フ ェ ル ミ)性の
結果生ずる交換 エ ネル ギ ー , Ex[P]は交換関数, Ec[P]8ま相関関数を表す.
Be cke によ る交換ポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー は[26]
x芝
㌃J
r u
(1 ＋ 6bxq sinh
‾ 1xq)/po%Ex c - ExLcS D A- b∑ .i dv ＋ ExN L (5.52)
と与えられる .
C he ngteh Le e, Weita oYa ng, Robert G･ Pa r r(Lee- Ya ng-Pa rr)によ る相 関ポテ ン
シ ャ ル エ ネル ギ ー は[27,28】
Ec - a/
こ こ で
舌w(r)
iH F(r)
である .
l∇p(r)J2
8β(㍗)
p(r)＋bp(r)
-喜[tH F(r) - 2tw(r)]e
- eP(r)
-喜
1＋dp(r)
-i
一芸∇2β
芸.[∇rl∇r2P2(rl,r2)]rl- r2- r 一芸∇2p -去∑
%
dr
lVpi(r)J
2
pi(r)
(5.53)
一言∇2β
5･5 自己無撞着反応場法(s c R F法)
On s age rモ デル 誘電率Eの 媒質の 中で , 距離r だけ離れたところに2つ の 電荷ql,q2
があるとき, その相互作用の ポ テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー Ⅴ は次の ように書き表せ る2.
Ⅴ
I qlq2
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誘電率は電荷間の 静電相互作用 の強さに重要な効果を与える . すなわち, 高い 誘電率
をも つ 媒質の 中で は , こうした相互作用は それ ほど重要で はなくなる[29].
分子が媒質の 中に存在する場合に, 分子自身の も つ 電場が媒質に作用する ことに
よ っ て
, 媒質に生じる電場の こ とを反応場(Re a ctio nField)と いう. 媒質が分子に対
して 与える効果に つ い て は, こ の 反応場の 理論によ っ て表す ことが で きる .
2媒質が真空で な い ときは
,
誘電率 E は真空で の億 E. よりも大きい . また, そ の 借は比誘電率
E
,(- E/Eo)を使 っ て表され る のが普通であ る .
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反応場を考える上で 最も単純な方法は, 媒質を均 一 な誘電率E の連続体(diele ctric
contin u u mm ediu m)と し て 扱い , 分子を媒質の 中の 空洞に置くとするもの で ある .
On s agerは空洞を半径 ao の 球形とみなして , 反応場 R の 強さを双極子モ ー メ ン トFL
を用 い て次の ように表した[30].
[
2(E - 1)
2E＋1
≡ g P
卦
(5.54)
計算 ヘ の適用 こ れ まで 見て きた非経験的分子軌道法で は, 分子 は真空中に存在す
るもの として ポテ ン シ ャル エ ネルギ ー を評価 して おり, 媒質の 分子に対する効果を考
慮するために は, 上述 した反応場の 理論をとりい れ る必要が あ っ た . Tapiaらは, 吹
の ようにして Ons age rモデ ル を分子軌道の 理論に適用した[31ぅ32].
反応場を考慮した場合 の系の ハ ミ ル ト ニ ア ン H s は,
H s - H - p ･ 9(叫p仲)
≡ H - FL ･ R (5･55)
〝 は双極子モ ー メ ント演算子 であり,各粒子 の位置ベ クトル γ から与えられ る .
〝 Ⅳ
p - ∑(zae)rα 十∑(- e)ri ≡ P｡ ＋ pi
α せ
こ こ から, 分子軌道¢a が 満たすべ き Ha rtre e- Fo ck方程式は,
[fa - ” ･ 9(¢alpilQa)]4a(1)- EZQa(1) (5･56)
結果と して , 式(5.41)に示した Hartre e- Fo ck- Roothaa nの 式における Fo ck行列 F s
の 行列要素 Fp
s
q
は
, 反応場を考慮する こ とに よ っ て 次の ように書き表せ る .
F
p
s
q
- Fpq
- ” I 9(p[pilq) (占.57)
式(5･55)からわか るように, 反応場 R は系の波動関数4, に依存する ため ,SCF化
が 行われ るごとに計算し直す必要がある . そうした計算手順を繰り返すこと によ っ
て 正し い R が求まると こ ろから, こ の 方法を自己無撞着反応場法(sC RF 法)とい う.
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